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O rápido desenvolvimento em nanotecnologia durante as últimas décadas oferece amplas 
perspectivas no uso de materiais em nanoescala para diferentes áreas da indústria, 
tecnologia e medicina. No entanto, sua utilização segura e eficiente requer um controle 
minucioso sobre as propriedades físico-químicas e suas interações moleculares 
relacionados à interface biológica. A comunidade científica concorda que existe uma 
lacuna considerável sob nossa compreensão na aplicação desses nanomateriais, onde a 
maioria dos processos de síntese de nanopartículas coloidais é pouco compreendida em 
termos do seu mecanismo de crescimento. Além do mais, a interação de nanopartículas 
metálicas com biomoléculas também é pouco explorada, permanecendo como um grande 
desafio devido à natureza heterogênea desses conjugados. Desta forma, este projeto teve 
como objetivo a investigação dos principais mecanismos que afetam o controle do tamanho 
e a monodispersividade das nanopartículas metálicas, assim como a modificação de sua 
superfície química e interação com proteínas para aplicações em nanosensores. Esta tese 
está divida em quatro etapas, sendo a primeira o desenvolvimento de um método para 
síntese de nanopartículas de ouro monodispersas, a segunda etapa aborda a modificação 
química da superfície desses nanomateriais e o seu estudo pela técnica de microscopia 
eletrônica de transmissão. A terceira parte apresenta um estudo detalhado sobre a 
estabilidade e o acoplamento covalente com proteínas, utilizando a albumina sérica bovina 
como proteína-modelo. A quarta e última etapa é um estudo de bioconjugação com 
anticorpos avaliando a melhor estratégia para detectar o 17β-estradiol por Ressonância 
Plasmonica de Superfície Localizada. Estas abordagens visam o estabelecimento de uma 
rota confiável e reprodutível para a produção de nanobioconjugados a partir de 
nanopartículas de ouro. Esperamos, assim, poder maximizar o sucesso de aplicações de 
nanomateriais em sistemas biológicos bem como subsidiar o desenvolvimento de 
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ESTRUTURA DA TESE 
 
Para melhor compreensão dos resultados deste trabalho, optamos por estruturar este 
documento da seguinte maneira: Introdução, objetivos e revisão bibliográfica e em seguida 
os 4 capítulos já formatados como artigo.  
Relação de artigos: 
 
Artigo 1 - A helpful method for the control of gold nanoparticles monodispersity through 
response surface modelling technique; 
(Status: Under Review / Arabian Journal of Chemistry) 
Artigo 2 - Uso da Microscopia Eletrônica de Transmissão Convencional para o estudo do 
espaçamento entre partículas utilizando diferentes ligantes; 
(Status: Submetido / Bioconjugate Chemistry) 
Artigo 3 -. Nanopartículas de ouro com superfície modificada: efeito do comprimento do 
ligante na estabilidade coloidal e na interação com proteínas; 
(Status: em revisão para submissão) 
Artigo 4 -. Conjugação covalente de anticorpos com nanopartículas de ouro para aumento 
da sensibilidade na detecção do 17β estradiol.  







1. INTRODUÇÃO  
 
O desenvolvimento da nanociência e da nanotecnologia vem promovendo uma nova 
fronteira do estudo da matéria, permitindo que materiais já conhecidos tivessem suas 
propriedades redescobertas ao serem manipulados em um nível molecular. Devido à sua 
estabilidade química, propriedades ópticas e alta densidade de elétrons, as nanopartículas 
de ouro (AuNP‘s) têm sido o centro das atenções na área de nanobiotecnologia, sendo 
rotineiramente utilizadas como materiais de referência para o estudo de aplicações em 
sistemas biológicos nas últimas décadas.  
As AuNP‘s exibem inúmeras propriedades físicas interessantes as quais possuem relação 
direta com a diversidade de aplicações, dentre elas, destacam-se, a ressonância plasmônica 
de superfície (SPR), espalhamento Raman intensificado por superfície (SERS), 
propriedades ópticas não-lineares (NLO) e efeito de carga quantizada [1-4]. As AuNP‘s 
podem apresentar características físicas e químicas diferentes apenas alterando tamanho, 
auto-organização, estrutura cristalina e forma, ao ponto dos materiais em escala 
nanométrica exibirem propriedades distintas dos materiais na escala macroscópica [5,6]. 
Esta exploração tem permitido o emprego das AuNP‘s em diferentes campos, tais como na 
construção de biosensores, em sistema de liberação gradativa de drogas, lubrificantes, 
células solares, catálise [7-11]. Além disso, diversos trabalhos [12-16] têm dado uma 
notável atenção em aplicações na biotecnologia e nanomedicina.  
A interface nano-bio compreende as interações dinâmicas, físico-químicas, cinéticas e 
termodinâmicas entre as superfícies de nanomateriais e as superfícies dos componentes 
biológicos (por exemplo: proteínas, membranas, fosfolipídios, organelas, DNA e fluidos 
biológicos). As proteínas são uma das classes mais importantes de agentes biológicos para 
serem combinados com nanopartículas inorgânicas para pesquisa. Sua conjugação com 
nanomateriais aumenta ainda mais as possibilidades destas estruturas para utilização com 
base em processos de reconhecimento imunitário, em que as partículas atuam, por 
exemplo, como veículos para a entrega inteligente de drogas específicas [17], ressonância 
magnética, agentes de contraste para imagiologia [18], biosensores e como marcadores 
para imuno-ensaios [19].  
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Apesar do interesse crescente em nanobioconjugados, a tecnologia atual tem se limitado 
por desafios na sua engenharia e pela reprodutibilidade. Assim, se quisermos ir além dos 
biomarcadores de detecção, para níveis de quantificações cada vez menores com 
informações mais detalhadas e complexas, mais esforços nessa direção precisarão ser 
realizados. Isto se reflete ao número limitado de métodos químicos existentes para o 
acoplamento e a funcionalização de componentes biológicos para vários tipos de 
nanopartículas (NP‘s).  
Assim, esperamos com esse trabalho estabelecer um método confiável e reprodutível para 
geração de nanoconjugados para aplicações biológicas, avaliando cada etapa da construção 
desse sistema, tais como: a síntese de AuNP‘s de tamanho controlado, a influência de 
diferentes ligantes na modificação química da superfície, a estabilidade desses sistemas em 
diferentes condições de pH e força iônica e também a otimização das etapas de conjugação 
via acoplamento covalente com proteínas. Acreditamos que esta abordagem poderá levar a 
uma compreensão importante para uma ampla variedade de complexos híbridos orgânico-
metálicos, sendo fundamentais para o aprimoramento e o desenvolvimento de novas 




















  2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Estabelecer métodos reprodutíveis de síntese, modificação química e bioconjugação de 
nanopartículas de ouro para o desenvolvimento de nanosensores. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Estabelecer um método de síntese de nanopartículas de ouro monodispersas 
utilizando citrato e borohidreto de sódio como agentes de redução; 
 Investigar a influência do comprimento dos ligantes tiolados na funcionalização e 
estabilidade em diferentes faixas de pH e força iônica; 
 Desenvolver um método para a determinação da espessura de monocamadas após a 
modificação da superfície metálica por microscopia eletrônica de transmissão 
(MET); 
 Investigar a interação eletrostática e o acoplamento covalente de proteínas na 
superfície das AuNP‘s, delineando a melhor condição experimental em função da 
quantidade de proteínas adsorvidas à superfície do metal; 
 Determinar a orientação de anticorpos do tipo IgG na superfície metálica por 








3. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 NANOMATERIAIS E NANOTECNOLOGIA 
 
A nanociência é uma das principais áreas de progresso científico nos dias de hoje, e deverá 
certamente contribuir para um significativo avanço na área de biotecnologia nos próximos 
anos.  Esse avanço proporcionou uma nova fronteira no estudo da matéria, permitindo que 
materiais já conhecidos tivessem suas propriedades redescobertas e investigadas 
detalhadamente ao serem manipuladas em um nível molecular. A biotecnologia tem sido 
identificada como um dos campos que podem se beneficiar muito com o avanço da 
nanotecnologia.  
A definição de nanomateriais ainda é bastante ampla, porém a mais comumente aceita é de 
que são estruturas cujo tamanho está entre 1 e 100 nm e cujas características são distintas 
daquelas observadas pelo mesmo material quando este se encontra em escala macrométrica 
[20]. Materiais em nanoescala são particularmente interessantes em sistemas biológicos, 
uma vez que a maioria das biomoléculas e estruturas celulares possuem uma mesma faixa 
de tamanho, favorecendo assim a sua incorporação em um ambiente biológico. A Figura 1 
apresenta um esquema detalhado mostrando a comparação do tamanho de algumas 
biomoléculas em relação a alguns nanomateriais. 
 
Figura 1.  Esquema detalhado mostrando a relação da escala de tamanho de nanopartículas (por exemplo, 
lipossomas, dendrímeros, nanoshells, quantum dots e polímeros), em comparação com outros materiais (parte 
de cima). Adaptado de National Cancer Institute [21] 
27 
 
Atualmente existem vários tipos de nanomateriais, a maioria deles envolvem o uso de 
partículas metálicas, polímeros, óxidos ou a exploração de materiais carbonosos como os 
nanotubos de carbono, grafeno e fulereno [21]. Como o estudo destes nanomateriais é 
amplo, optamos por abordar detalhadamente nesta revisão apenas as nanopartículas de 
ouro que são objetos de estudo desta tese. 
3.2 NANOPARTÍCULAS DE OURO 
O ouro foi descoberto na Bulgária há cinco mil anos, e o ouro coloidal deve ter aparecido 
pela primeira vez na antiguidade na China ou no Egito para fins terapêuticos e 
decorativos.  Um exemplo famoso é o cálice de Licurgo, a partir do século 4 (Figura 2), 
visível no Museu Britânico, em Londres. Coloides de ouro têm sido recomendados para a 
cura de várias doenças ao longo dos séculos até os dias de hoje, embora os mecanismos de 
ação sejam ainda mal compreendidos [22]. Em 1857, Faraday relatou o primeiro artigo 
científico sobre AuNP‘s, atribuindo a cor vermelha à natureza coloidal do ouro [23] e em 
1908 Mie racionalizou a absorção visível de AuNP‘s usando equações eletromagnéticas de 
Maxwell [24]. Esses nanomateriais estão disponíveis na faixa de 1 a mais de 100 nm e a 
sua banda característica de absorção no visível pode ser observada quando o coloide 
apresenta núcleos metálicos acima de 3 nm. As AuNP‘s têm demonstrado aplicações 
consideráveis em óptica, catálise, ciência dos materiais e nanotecnologia, incluindo 
biologia e nanomedicina. [25]  
 
Figura 2. Cálice de Lycurgus do século 4 dC, aparece verde quando iluminado na parte da frente, e vermelho 
quando iluminado por dentro. Adaptado de [26] 
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3.2.1 Mecanismos de Formação de Nanopartículas de Ouro 
Nos últimos 50 anos, a síntese de nanopartículas coloidais tem sido monitorada de forma 
intensiva, devido às enormes aplicações tecnológicas e científicas [27]. Como descrito 
anteriormente, os fundamentos da ciência de coloides metálicos foram estabelecidos por 
Michael Faraday, com seus experimentos inovadores em sóis de ouro [28]. Faraday 
atribuiu a cor vermelha de uma solução à presença de ouro coloidal, obtido por redução de 
Au
3+
 usando fósforo branco [23].  
Novos progressos importantes na descrição do comportamento de NP‘s foram alcançados 
por Wilhelm Ostwald no final do século 19, em especial através da sua teoria do 
crescimento das partículas através da maturação de Ostwald [29]. Seu filho Wolfgang 
Ostwald tornou-se um dos cientistas mais influentes no campo de química coloidal no 
início do século 20 e é o fundador da Sociedade Alemã de Coloides. Em 1925, Richard 
Zsigmondy recebeu um Prêmio Nobel por seu trabalho sobre coloides e a invenção do 
ultramicroscópio, o que possibilitou a observação direta de partículas contidas em soluções 
coloidais. Desde o trabalho inovador de Faraday em 1857, numerosos métodos 
experimentais para a síntese de metal, óxido de metal e semicondutores de NP‘s têm sido 
desenvolvidos [25,27,28], como a redução clássica de ácido cloroáurico em solução aquosa 
por citrato trissódico [30].  
Esse procedimento sintético tornou-se popular com o trabalho desenvolvido por John 
Turkevich na década de 1950, um professor de química de Princeton e um pioneiro no 
campo da catálise. Até hoje, os processos subjacentes de formação coloidal, como a teoria 
da nucleação clássica (desenvolvido por Becker e Döring na década de 1930) [31] e a 
teoria da nucleação instantânea descrita por LaMer e colaboradores na década de 
1950 [32,33] são vistos como modelos para explicar a formação de nanopartículas 
metálicas. No entanto, tem sido demonstrado que a teoria da nucleação clássica e a teoria 
de LaMer não conseguem descrever os mecanismos que afetam o crescimento de 
nanopartículas [34]. 
Mesmo após mais de 150 anos de pesquisa na área de coloides metálicos, mecanismos de 
formação de NP‘s ainda são discutidos de forma controversa. Até o momento, nenhuma 
teoria ou modelo teórico foi capaz de descrever ou prever a evolução do tamanho da 
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partícula ou distribuição de tamanhos de forma abrangente. Além disso, apenas 
informações limitadas dos diferentes processos físico-químicos subjacentes, como o 
processo de redução ou a estabilidade dos coloides estão disponíveis [34].  Xia et al 
descreveu esta situação muito apropriadamente, afirmando que "No atual estágio de 
desenvolvimento, não é um exagero dizer que a síntese química de nanocristais metálicos 
continua a ser mais uma arte do que uma ciência" [35]. 
Na última década, o método de redução pelo citrato tem sido cada vez mais referido como 
"síntese Turkevich", em homenagem a John Turkevich que descreveu a reação em 
1951.  Até hoje, o protocolo de síntese original foi modificado várias vezes, permitindo a 
fabricação de NP‘s em uma ampla gama de tamanhos [36-40]. A Figura 3 mostra o 
esquema detalhado da síntese de AuNP‘s pelo método de Turchevich. 
 
Figura 3. Mecanismo geral de crescimento da síntese Turkevich deduzido por Polte [27]. Neste método, o 
precursor de ouro é reduzido pela reação de redução com o citrato de sódio, podendo crescer pela 
condensação de átomos de ouro sobre as suas superfícies e também pela coagulação com outras partículas.   
Logo após o desenvolvimento do modelo proposto por Turkevich de crescimento de 
nucleação difusa, Kumar e colaboradores [41] desenvolveram um modelo quantitativo com 
base neste mecanismo de crescimento. Gerorgiev e colaboradores [42] sugeriram um 
mecanismo de crescimento Finke-Watzky que consistia em um processo de nucleação 
contínua e de crescimento rápido. Recentemente em 2010, Ojea-Jimenez e colaboradores 
[43] descreveram um mecanismo molecular para redução de Au
3+
 pelo citrato e em 2012 
[44] este mesmo grupo propôs uma modelagem do mecanismo de redução sob diferentes 
condições de pH utilizando cálculos DFT (Density Functional Theory) contribuindo para 
uma melhor compreensão do processo de redução. No entanto, os resultados 
permaneceram não relacionados com o mecanismo de crescimento das partículas 
dependente do fornecimento de monômeros no processo de redução. Polte e seu grupo de 
30 
 
pesquisa têm publicado ao longo dos últimos 6 anos [45-52] estudos dos mecanismos de 
síntese de nanopartículas de ouro, e tem afirmado que ainda estamos longe de compreender 
as influências dos parâmetros de síntese sobre o processo de crescimento e sobre o 
tamanho final das nanopartículas. 
Em geral, a razão pelo qual o mecanismo de crescimento de soluções coloidais serem mal 
compreendidos é atribuído ao fato de que os dados apropriados sobre a evolução do 
tamanho durante a formação das partículas é de difícil obtenção [53]. No caso do método 
Turkevich, um número surpreendentemente grande de contribuições abordam o processo 
de crescimento das partículas ou o mecanismo de redução química, o que enfatiza a 
importância geral deste procedimento sintético.  
A forma e o tamanho de AuNP‘s dependem de diversas variáveis de processo, tais como 
concentrações dos reagentes, temperatura, pH, surfactantes, aditivos, entre outros. Vários 
autores já discutiram os efeitos dessas variáveis sobre a cinética de formação, tamanho e 
morfologia de AuNP‘s [54-57]. É conhecido que a nucleação e as fases iniciais de 
cristalização a partir de soluções aquosas promovem influência determinante na morfologia 
e nas propriedades das nanopartículas metálicas, porém, a compreensão da síntese com 
relação aos mecanismos e a cinética continuam a ser um desafio [58].  Em princípio, é 
possível ajustar as suas propriedades de forma desejada, controlando um dos parâmetros 
acima referidos, que exige, essencialmente, a compreensão dos processos de formação.  
A tabela apresentada na Figura 4 destaca os progressos na síntese de nanopartículas 
metálicas, e reflete a diversidade de forma e dimensões que podem ser obtidas. Esta figura 
foi batizada de ―Tabela Periódica‖ das nanopartículas plasmônicas por Shawn et al [59], 






Figura 4. Tabela de classificação de nanopartículas plasmônicas. A classificação foi feita com base em 
parâmetros geométricos. Cada linha representa um nível diferente de dimensionalidade e complexidade, tais 
como esféricas (1,2), semelhante a haste ( 3 a 9), poligonais (10 a 16), poliédricas (17 a 23), ramificadas (24 
a 29), estruturas mais complexas (30 a 36) e estruturas ocas (37 a 43). Em cada linha, a ordem geométrica das 
estruturas (em termos de relação de aspecto, número de lados e facetas, ou número de ramos) aumenta a 







3.3 PROPRIEDADES DAS NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
Nanopartículas coloidais exibem propriedades elétricas, ópticas, magnéticas e químicas 
diferentes dos seus homólogos em massa. Estas propriedades são determinadas por 
parâmetros como o tamanho, forma, composição e estrutura cristalina. Suas propriedades 
únicas qualificam para uma ampla gama de aplicações em campos como a medicina, 
biotecnologia e catálise, colocando NP‘s coloidais entre os materiais em nanoescala mais 
intensamente estudados. A Figura 5 ilustra diferentes respostas ópticas que ocorrem 
quando a luz é absorvida e dispersa por uma nanopartículas metálica.  
 
 
Figura 5. Representação esquemática das oscilações de carga de superfície induzida causadas por um campo 
de luz externa e possíveis respostas espectroscópicas para a detecção de biomoléculas sensíveis. A luz 
interage com a nanopartícula levando a absorção e dispersão da radiação incidente. LSPR – Ressonância 
plasmonica de superfície localizada; SERS – Espalhamento Ramam intensificado por superfície; MEF – 
Fluorescência intensificada pelo metal. Adaptado de [60]. 
 
As dispersões coloidais compostas por nanopartículas metálicas diferenciam-se 
completamente das demais em virtude de uma propriedade óptica que elas apresentam, 
denominada de Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR). Essa propriedade dá cor aos 
coloides formados e possui intensa absorção e espalhamento da luz na região visível do 
espectro eletromagnético, destinando-os a finalidades específicas desses tipos de sistemas. 
As propriedades ópticas de nanopartículas metálicas surgem da interação da luz com 
nanoestruturas de dimensões menores que o seu comprimento de onda. Nessa condição, 
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considera-se que a partícula está sobre influência de um campo eletromagnético quase 
estático e homogêneo. Tal interação gera uma separação de cargas na superfície metálica, 
que apresenta uma forte força restauradora, originando um dipolo oscilante. Dessa forma, 
são induzidas oscilações coerentes dos elétrons da banda de condução da nanoestrutura em 
ressonância com a radiação incidente, dando origem a um campo eletromagnético 
intensificado na superfície da nanoestrutura. A excitação não propagante dos elétrons de 
condução é conhecida como ressonância plasmônica localizada de superfície (LSPR – 





Figura 6.  Esquema mostrando a ressonância plasmônica de superfície localizada em nanopartículas 
metálicas. 
 
Como resultado destes modos LSPR, as NP‘s podem absorver e dispersar a luz de forma 
tão intensa que as nanopartículas individuais são facilmente observadas usando 
microscopia de campo escuro (dispersão óptica) [61,62] .  Este fenômeno permite que tais 
materiais sirvam de rótulos e sondas extremamente intensas para imunoensaios [63,64], 
sensores bioquímicos [65-70] e espectroscopia melhorada de superfície [71-72]. 
Em relação ao tamanho, nanopartículas menores são vantajosas na marcação de proteínas e 
imageamento celular porque a sua menor área de superfície reduz interações não 
específicas e permite um melhor direcionamento [73]. Além disso, as partículas menores 
produzem mais campos eletromagnéticos confinados de modo que eles são mais sensíveis 
às moléculas individuais, que ocupam uma parte maior da sua região sensora. No entanto, 
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a absorção e o espalhamento dependem fortemente do tamanho das nanopartículas, 
aumentando com o volume de nanopartículas para a absorção e com o quadrado do volume 
para dispersão [73].  
Marzan e colaboradores [74] observaram que NP‘s abaixo de 3 nm de diâmetro não podem 
ser consideradas como nanopartículas plasmônicas por não apresentarem uma banda de 
condução definida. Nesse caso, essas partículas são referidas como clusters e representados 
pelos orbitais moleculares. Para NP‘s acima deste tamanho, um campo eletromagnético 
intensificado aparece na superfície permitindo propriedades ópticas amplamente utilizadas 
nas técnicas espectroscópicas. Os coeficientes de extinção das bandas de LSPR por 






, que são várias ordens de 
grandeza maiores do que todos os corantes orgânicos [75].  AuNP‘s com um diâmetro 
menor do que 20 nm, mostram essencialmente absorção, mas com o aumento do tamanho, 
há também aumento na razão de dispersão para a absorção. A alta dispersão é de fato 
necessário para imagiologia biológica baseada em espalhamento de luz. 
O coeficiente de extinção das nanopartículas metálicas depende da sua composição, 
tamanho, forma, orientação e do ambiente dielétrico [76].   A Figura 7 mostra os espectros 
de extinção para uma série de nanopartículas de prata como exemplo, com comprimento de 
onda variando entre 426 e 782 nm. Nota-se os deslocamentos para o vermelho com a 




Figura 7. Exemplo do deslocamento dos espectros de nanopartículas metálicas de prata em função das 
















3.4 MODIFICAÇÃO DA SUPERFÍCIE DAS AuNP‘s 
A fim de melhorar a estabilidade das nanopartículas, as moléculas adsorvidas à superfície 
podem ser trocadas por outras que, possivelmente, podem proporcionar novas propriedades 
ou funções para as partículas. O material orgânico pode atuar como uma barreira física ou 
contra a agregação eletrostática, diminuindo a reatividade dos átomos da superfície, ou 
atuando como uma película eletricamente isolante [78]. Na maioria dos casos, a molécula 
do ligante de entrada liga-se mais fortemente na superfície das NP‘s inorgânicas [79], 
muito provavelmente por haver uma diminuição na energia livre da interface entre o metal 
e o ambiente com este tipo de ligação [80]. 
Um exemplo comum são as AuNP‘s sintetizadas por redução química com citrato em uma 
solução aquosa. As nanopartículas resultantes foram carregadas negativamente pelos íons 
citrato adsorvidos na sua superfície e, assim, são estabilizadas por repulsão 
eletrostática. Embora tais coloides possam ser estáveis durante anos na solução, eles 
agregam irreversivelmente quando concentrados ou na presença de baixas quantidades de 
sais. A camada de citrato pode ser substituída por moléculas ligadas covalentemente à 
superfície da partícula; exemplos populares incluem fosfinas sulfonadas, alcanotióis e 
ácidos mercaptocarboxílicos, tais como o ácido mercaptoacético (MAA), ácido 
mercaptopropiónico (MPA) e ácido mercaptoundecanóico (MUA) comumente utilizados 
em ensaios de acoplamento covalente com biomoléculas [81].  
Esses conjuntos orgânicos formados pela adsorção de constituintes moleculares na 
superfície metálica são conhecidos como monocamadas auto-organizadas, sendo referidos 
comumente na literatura como SAM‘s (Self Assembley Monolayers). A espessura de um 
SAM é tipicamente 1-3 nm, embora camadas mais espessas (10-100 nm) possam ser 
produzidas sobre filmes finos por técnicas recentes, como sondas de varredura, feixes de 
fótons, elétrons ou átomos. SAM‘s proporcionam um sistema conveniente, flexível e 
simples, alterando as propriedades interfaciais de metais, óxidos metálicos e 
semicondutores. As moléculas ou ligantes que formam essas monocamadas tem uma 
funcionalidade química, ou "headgroup", com uma afinidade específica para um 
substrato. Em muitos casos, o headgroup também tem uma afinidade elevada para a 
37 
 
superfície e desloca materiais orgânicos adsorvidos a partir da superfície.  A Figura 8 
apresenta um esquema simplificado mostrando a formação de SAM‘s. 
 
Figura 8. Esquema simplificado mostrando a formação de monocamadas auto-organizadas. Moléculas de tiol 
organizam uma estrutura estável em superfícies de ouro devido a forte afinidade entre headgroups de enxofre 
e o ouro [82] 
 
Entre as abordagens sobre modificação química de nanopartículas metálicas, as SAM‘s 
expandiram as possibilidades de superfícies orgânicas para estudos fundamentais, 
especialmente no campo da nanociência. A elevada afinidade de tióis para as superfícies de 
metais nobres tornou possível gerar superfícies orgânicas bem definidas com 
funcionalidades químicas úteis e altamente alteráveis exibidos na interface exposta [83,84]. 
A Figura 9 apresenta as características de cada constituinte na modificação da superfície 





Figura 9. Diagrama esquemático mostrando SAM‘s de alcanotióis sobre a superfície cristalina de ouro. As 
características estão realçadas. Adaptado de [78].  
O grupo tiol é considerado por mostrar elevada afinidade para superfícies de metais nobres, 
em particular o ouro (cerca de 200 kJ mol.
 -1
) [85]. Essa ligação é frequentemente 
denominada 'quimiossorção', embora também conhecida como ligação covalente [79]. O 
mecanismo exato e a natureza dessa interação ainda estão sujeitos a investigações e 
discussões [86-90]. 
A superfície metálica de uma nanopartícula consiste não só de diferentes facetas 
cristalinas, mas também uma grande parte de arestas, falhas e vértices [91], resultando em 
sítios com diferentes afinidades para ligação de moléculas, dificultando assim a 
caracterização das monocamadas [85]. Além disso, a molécula ligada parece ser móvel 
sobre a superfície, ou seja, capaz de se difundir em um certo grau, na superfície da 
partícula depois de ter ligada [91]. Na fase aquosa, a substituição de moléculas de ligantes 
pode ser facilitada por detergentes adicionais [92]. Estratégias tem sido relatadas para 
tornar o sistema mais estável em relação a possível agregação em concentrações elevadas 
de sais e pH ácido [93,94] e a utilização de ligantes com dois grupamentos tióis já foi 
descrita [95]. 
A troca de ligantes também foi demonstrada com dendrímeros [96,97], peptídeos [98-100], 
e também com proteínas, substituindo mercaptocarboxílicos da superfície metálica [101].  
Estas considerações implicam que, para a troca de ligantes, as novas moléculas devem ter 
uma afinidade tão forte quanto possível para o núcleo inorgânico, a fim de substituir de 
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forma rápida e eficaz as moléculas já ligadas na superfície metálica. Além disso, a 
geometria molecular dos ligantes em relação ao diâmetro das partículas é um fator que 
influencia a densidade das moléculas adsorvidas, o que por sua vez influencia, em última 
instância a estabilidade coloidal das partículas. A Figura 10 apresenta exemplos das principais 
moléculas de ligantes tiolados com diferentes estruturas, esquematizadas numa escala real.  
 
Figura 10. Nanopartícula de ouro com 5 nm de diâmetro com diferentes moléculas de ligantes desenhadas em escala 
real. A partícula é idealizada como uma esfera lisa. Da esquerda para a direita: ácido mercaptoacético (MAA), ácido 
mercaptopropiônico (MPA), ácido mercaptoundecanóico (MUA), ácido mercaptossuccínico (MSA), ácido 
dihidrolipídico (DHLA), trifenilfosfina bi-sulfonada, metil-polietilenoglicol-tiol (mPEG 5 SH), mPEG 45 SH (2000 
g.mol 
-1
) e um curto peptideo da sequência CALNN. Adaptado de [79] 
O protocolo mais comum para a preparação de SAM‘s em ouro é adição de uma solução 
etanólica de tióis (~1-10 mM) no coloide de ouro por ~12-18 h à temperatura ambiente 
(25ºC). Este protocolo foi descrito por Bain e colaboradores em 1989 [83] e tem sido 
utilizado até os dias de hoje por apresentar grande reprodutibilidade. Estes autores 
afirmaram que a cobertura densa de adsorvatos é obtida rapidamente (milésimos de 
segundo a minutos), mas o processo de recuperação é lento e requer tempos na ordem de 




Alguns fatores experimentais podem afetar a estrutura das monocamadas e a sua taxa de 
formação, tais como, tipo de solvente, temperatura, concentração de ligantes, tempo de 
imersão entre outros. No entanto, os efeitos do comprimento da cadeia e da estrutura do 
ligante sobre as propriedades de SAM‘s são ainda pouco conhecidos.  
Para aplicações em meio biológico, há ainda um relativo desafio relacionado a estabilidade 
desses sistemas. Havendo necessidade de estabelecer condições experimentais ótimas para 
a modificação química de NP‘s a fim de produzir interfaces orgânicas com 


















3.5 CONJUGAÇÃO DE AuNP‘s COM PROTEÍNAS 
Proteínas são uma das classes mais importantes de agentes biológicos para serem 
combinadas com nanopartículas inorgânicas para pesquisa. Sua conjugação com 
nanomateriais aumenta ainda mais as possibilidades destas estruturas para utilização em 
aplicações com base em processos de reconhecimento imunitário, em que as partículas 
atuam, por exemplo, como veículos para a entrega inteligente de drogas específicas [102], 
ressonância magnética, agentes de contraste para imagiologia [103], e como marcadores 
para imuno-ensaios [104]. Portanto, não é surpreendente que a sua utilização extensiva 
permita a sua aplicação como modelo para o estudo desta interface. 
A conjugação de nanopartículas inorgânicas com biomoléculas gera materiais híbridos que 
permitem a interação de nanopartículas metálicas com sistemas biológicos. As 
características estruturais únicas das proteínas fornecem uma série de opções para a 
modificação e conjugação. Atualmente, as estratégias utilizadas para funcionalização são 
de 4 tipos:  
i) adsorção (eletrostáticas, hidrofóbicas e de van der Waals); 
ii) quimissorção (por exemplo, através de grupos de tiol); 
iii) acoplamento covalente, explorando os grupos funcionais em ambas as partículas e 
biomoléculas; 
 iv) não-covalente, baseados na afinidade de sistemas receptor-ligante.  
Entre estes, a adsorção física é o método mais fácil e mais utilizado, porém sofre 
frequentemente orientação aleatória e desnaturação de proteínas ligadas, dando origem a 
uma fraca reprodutibilidade [105]. A imobilização mais estável de proteínas com melhor 
reprodutibilidade é obtida por ligação covalente [106]. A Figura 11 ilustra o tamanho 





Figura 11. Representação esquemática de uma nanopartícula com 5 nm diâmetro de núcleo e 10 nm de 
diâmetro com a camada orgânica (PEG 5000 g mol -1). As biomoléculas representadas são: estreptavidina 
(verde), transferrina (azul), anticorpos (IgG, roxo), albumina (vermelho), DNA de cadeia simples e outras 
biomoléculas para compor o espaço. As estruturas cristalinas foram obtidas em escala a partir do Protein 
Data Bank (http://www.rcsb.org ). Adaptado de [79]. 
Em relação ao acoplamento covalente, a estratégia amplamente utilizada envolve a 
modificação química da superfície metálica, onde os ligantes são modificados para 
interagirem covalentemente com as aminas ou ácidos carboxílicos residuais das proteínas. 
Alternativamente, os grupos funcionais presentes na superfície das nanopartículas podem 
ser convertidos em outros grupos funcionais por moléculas bifuncionais.  
A maioria dos ligantes químicos utilizados estabilizam as nanopartículas por grupos 
carboxílicos carregados negativamente. Estes podem ser convertidos por exemplo, a 
grupos hidroxila [107] ou aminas terciárias [108]. As aminas primárias são geralmente 
introduzidas pela troca com grupos funcionais, pelo uso de ligantes ou adsorção de 
polieletrólitos [109-114]. Nos valores de pH abaixo do pKa das aminas, as partículas são 
carregadas positivamente e podem ser propensas a agregação durante os passos de 
modificação. 
 Os grupos carboxílicos comumente disponíveis podem reagir com aminas primárias por 
meio de uma reação de condensação para produzir ligações amídicas. Para isso, uma 
carbodiimida solúvel em água é normalmente utilizada. Depois de formar um composto 
intermediário com o grupo carboxílico, o grupo ativado é reativo com aminas primárias. 
No caso de aminas primárias presentes na superfície da partícula, o éster ativo (N -hidroxi-
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succinimida; NHS) pode ser utilizado igualmente para formar ligações amídicas. Um 
exemplo é succinimidil-4- (N-maleimidometil) ciclo-hexano-1-carboxilato (SMCC) 
contendo um grupo NHS que reage com aminas primárias, convertendo-os em maleimidas 
que são reativos para tióis [115], como esboçado na Figura 12. Há várias outras moléculas 
disponíveis, o Sulfo-NHS por exemplo também é muito utilizado por melhorar a 
solubilidade em água. 
 
Figura 12. Em (a) reação de conjugação comum para nanopartículas funcionalizadas com ácido carboxílico. 
A carbodimida (EDC) forma um intermediário instável, chamado grupo carboxílico "ativado", podendo 
hidrolisar ou reagir com um grupo amino primário, sob formação de uma ligação amídica estável. 
Opcionalmente, pode reagir com NHS ou sulfo-NHS. O éster ativo tem uma semi-vida prolongada e também 
reage com aminas primárias. Em (b) nanopartículas com grupos amino primários com compostos de ésteres 
ativos para formar ligações amida. Sulfo-SMCC é um reticulador heterobifuncional com um grupo sulfo-
NHS e uma função de maleimida na outra extremidade que é reativo com os grupos tiol. Adaptado de [79] 
Além dessa abordagem, sistemas baseados em afinidade encontrados na natureza têm 
atraído cada vez mais atenção durante os últimos anos. Talvez o exemplo mais bem 
conhecido nas últimas décadas é o sistema avidina-biotina [116-119]. Com base no 
reconhecimento molecular, o sistema consiste de um ligante (a biotina -vitamina H), e um 
receptor, a avidina (proteína presente na clara do ovo). A avidina é uma proteína globular 
constituída por quatro subunidades idênticas, dando origem a quatro sítios de ligação que 
reconhecem e se ligam especificamente a biotina. A constante de dissociação é da ordem 
de 10
15 M e a ligação, embora não covalente, é altamente estável, resistindo a condições 
químicas severas e temperaturas elevadas.  
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A forte ligação e a especificidade do sistema biotina-avidina têm permitido o emprego em 
um grande número de aplicações em bionanotecnologia. Atualmente, uma grande 
variedade de reagentes de biotinilação e biomoléculas tais como oligómeros de DNA, 
peptideos, anticorpos e corantes fluorescentes modificados com biotina ou avidina são 
comercialmente disponíveis [79].  
Embora amplamente utilizados, esse sistema de ligação por afinidade envolve 
biomoléculas grandes e normalmente não podem ser utilizadas com eficácia em aplicações 
que requerem a proximidade da biomolécula com a superfície metálica, como por exemplo 
as técnicas de LSPR e SERS. Foi demonstrado também por alguns pesquisadores 
[119,120] que as nanopartículas modificadas com um maior número de moléculas de 
biotina podem formar grandes agregados com estreptavidina por reticulação interpartícula, 
devido à multivalência de ambas (NP‘s e proteína). Este efeito não é encontrado apenas em 
nanopartículas com biotina-avidina, mas apresenta um problema geral no caso de ligações 
envolvendo compostos multivalentes. Como por exemplo, na conjugação covalente, onde 
muitas vezes as NP‘s e as proteínas alvo têm um número maior de grupos funcionais 















3.5.1 Conjugação de AuNP’s com anticorpos 
Os anticorpos (Ac), também  referidos como imunoglobulinas (Ig), são glicoproteínas 
encontradas no plasma e fluidos extracelulares que compreendem um dos principais 
efetores do sistema imunológico. Eles são responsáveis por identificar e neutralizar uma 
parte única de um determinado alvo externo, chamado de antígeno. Eles são produzidos no 
corpo por um tipo especial de células brancas do sangue chamadas linfócitos B ou 
simplesmente células B. Quando uma substância estranha (antígeno) entra no corpo, as 
células B sofrem um rearranjo nos seus genes para produzir moléculas de Ac que são 
capazes de interagir com o antígeno de uma forma altamente específica [121]. 
Em mamíferos, existem cinco classes de Ac diferentes ou isotipos com composição 
química diferentes (Tabela 1): IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. A classe determina o tipo e a 
natureza temporal da resposta imune. Além disso, os isotipos IgA e IgG apresentam 
diferentes subclasses (IgA1 e IgA2, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), cada uma com funções 
diferentes. Todas as Igs dentro de uma classe compartilham cerca de 90% de homologia, 
mas apenas 60% entre as classes [121].  
Tabela 1. Características das classes de Ig. Adaptado de The McGraw-Hill Companies, [122,123] 





Forma Monomérica Dimérica, 
Monomérica 
Pentamérica Monomérica Monomérica 
Nº e sítios de ligação 2 4,2 10 2 2 
Peso Molecular 
(KDa) 
150 160 950 180 190 
Carboidratos (%) 3 7,5 12 12 12 
Nº Oligossacarídeos 
por Região Constante 
1 5 - 3 6 
Total no soro (%) 80 13 6 1 0,002 
Meia-vida no soro 
(dias) 
23 6 5 3 2,5 























As imunoglobulinas da classe IgG são as mais abundantes do soro sanguíneo e as mais 
utilizadas para técnicas de biofuncionalização de nanopartículas. A estrutura básica do IgG 
pode ser visualizada na Figura 13, a qual compreende duas cadeias leves idênticas e duas 
cadeias pesadas idênticas, as quais pesam cerca de 150 kDa e apresentam um tamanho 
médio de 14,5x8,5x4 nm
3
 . A cadeia leve contém um domínio variável (VL) e um domínio 
constante (CL), enquanto a cadeia pesada apresenta uma porção variável (VH) e três 
porções constantes (VL-VH). As quatro cadeias de proteínas estão ligadas entre si 
formando uma estrutura em ―Y‖. Os IgGs contêm duas regiões de ligação ao antígeno 
localizadas na porção final das duas estruturas amino-terminais, as quais são os ―braços‖ 
do ―Y‖, cujo nome é fragmento Fab (Fragmento de Ligação ao Antígeno). A terceira 
estrutura apresenta uma porção carbóxiterminal, denominada de fragmento Fc ou porção 
Fc (fragmento cristalizável), a qual é responsável por gerar a resposta imune apropriada 
[124,125] 
 
Figura 13 - Esquema de uma imunoglobulina, as duas cadeias leves em rosa e as duas cadeias pesadas em 
vermelho (a); Modelo tridimensional de um Anticorpo obtida a partir de cristalografia de raios – X (b); 
Adaptado [125] 
Os anticorpos produzidos podem dividir-se em monoclonais e policlonais. Os anticorpos 
monoclonais possuem especificidade por um único epítopo enquanto os policlonais são 
capazes de se ligarem a múltiplos epítopos [126,127]. Os epítopos consistem na menor 
porção de um antígeno com potencial de gerar uma resposta imune, isto é, consiste na 
porção do antígeno que interage com a porção específica do anticorpo. Nos imunoensaios, 
a interação entre essas porções é altamente específica para um alvo particular e esta reação 
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imunoquímica pode ser convertida em fenômeno mensurável pelo transdutor, como um 
sinal óptico ou eletrônico [127,128]. 
As estratégias atualmente utilizadas para a conjugação de anticorpos na superfície metálica 
esbarram na falta de especificidade química, orientação na superfície ou no controle sobre 
o número de Ac ligados à superfície [125]. Estes são parâmetros importantes que definem 
o desempenho do Ac e a funcionalidade do bioconjugado. Como os anticorpos são 
moléculas assimétricas, eles podem adotar quatro possíveis orientações espaciais para 
conjugação com a superfície metálica (Figura 14) [129,130] e a orientação real pode ser 
uma combinação de todas elas. No caso das orientações ‗cabeça‘ e ‗lateral‘ a eficiência de 
reconhecimento de antígeno são dificultadas devido ao impedimento estérico. Portanto, 
uma boa opção para a bioconjugação orientada é através do fragmento Fc.  Várias 
estratégias de conjugação garante a ligação orientada de um Ac através de uma orientação 
com as porções Fab livres [131-139] .  Contudo, é necessário salientar que, recentemente 
foram demonstradas orientações "plano" que não alteram a atividade de ligação ao 
antígeno [140-142] . 
 
Figura 14 - Representação esquemática das quatro diferentes orientações dos anticorpos nas superfícies 
metálicas. Orientação "Extremidade" (Fc ligado ao substrato (a) e orientação  "Plano" (todos os três 
fragmentos ligados ao substrato) (d); A orientação dos anticorpos permite manter a sua funcionalidade. 
Contudo,esta reatividade é comprometida com o orientação"cabeça" (Fabs ligado ao substrato) (b) 







3.6 APLICAÇÕES EM BIOTECNOLOGIA 
As aplicações biotecnológicas de nanopartículas de ouro começaram na década de 1970 
com o uso de nanobioconjugados após a descoberta do imunogold desenvolvido por Faulk 
e Taylor [143] propiciando a visualização de compartimentos celulares, proteínas e 
receptores (ver Figura 15). Outra aplicação bem conhecida de Au NPs é a sua utilização 
como sondas de biomarcadores no teste de gravidez, sendo o primeiro teste comercializado 
na década de 1990 (First Response®). Este teste baseia-se no reconhecimento específico 
do hormônio gonadotrofina coriônica humana (hCG), por AuNP‘s conjugadas com 
anticorpos anti-hCG. Quando uma gota de urina é adicionada à tira de teste, o 
bioconjugado se liga a hCG, e o complexo (hCG-AuNP‘s) move cromatograficamente ao 
longo da membrana. Em seguida, um anticorpo anti-hCG imobilizado sobre a membrana 
de captura permite a concentração dos nanobioconjugados e a sua identificação com a 
linha vermelha. 
 
Figura 15. Esquema mostrando o procedimento da biomarcação de tecido com imunogold para visualização 
da lisozima humana por microscopia eletrônica de transmissão. Adaptado de [144]. 
Nas últimas décadas, muitas foram as aplicações de nanopartículas metálicas em sistemas 
biológicos, principalmente relacionados a técnicas de identificação e localização de 
moléculas por imagem, sendo cruciais numa infinidade de diagnósticos, devido a sua 
superioridade frente a marcadores químicos clássicos. As aplicações mais comumente 
relatadas são: etiquetas biológicas fluorescentes [145-147], carreamento de drogas 
[148,149], detecção de patógenos [150], detecção de proteínas [151], sondagem da 
estrutura do DNA[152], engenharia de tecidos [153,154], destruição de tumores por meio 
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de aquecimento (hipertermia) [155], separação e purificação de moléculas biológicas e 
células [156] e  contraste para técnicas de RMN [157]. 
Além disso, nanopartículas de ouro tem recebido uma atenção especial devido às suas 
propriedades de ressonância plasmônica de superfície, o que pode gerar um campo 
eletromagnético forte com a irradiação da luz na superfície da partícula, conforme descrito 
anteriormente nesta revisão. Este campo induzido pela luz pode aumentar a intensidade do 
espalhamento Raman intensificado por superfície (SERS - Surface-enhanced Raman 





vezes. Esse efeito permite atingir o limite de detecção para o nível de uma 
única molécula apenas, permitindo o desenvolvimento de sondas ópticas para a detecção 
de biomarcadores indicativos de doenças específicas.  
Isto é possível porque o sinal do espalhamento Raman para moléculas que não estão 
ligadas na superfície metálica é normalmente fraco, pois a luz visível que não é absorvida 
por esta molécula é apenas fracamente dispersa (inelasticamente) para fora das vibrações 
moleculares. Uma melhoria considerável ocorre na superfície das AuNP‘s, porque a 
intensidade dos sinais de Raman depende da quarta potência do campo elétrico local, que é 
muito alto na superfície do metal devido à ressonância plasmônica. Além disso, esta 
melhoria também é originada a partir do acoplamento eletrônico entre moléculas e a 
superfície metálica resultante da transferência de cargas [158]. Assim, a luz visível 
elasticamente espalhada pelas AuNP‘s pode ser visualizada utilizando um microscópio 
óptico de campo escuro. A superfície das AuNP‘s provoca um efeito SERS devido a 
moléculas adsorvidas proporcionando um espectro de Raman que conduz à identificação 
destas moléculas [159].  
Um exemplo de aplicação na área biológica para o efeito SERS foi relatado primeiramente 
em 2007 por Lee e colaboradores [161], onde AuNP‘s funcionalizadas com PEG-tiol 
permitiu a conjugação de anticorpos monoclonais ScFv para a detecção de pequenos 
tumores. Na Figura 16 são apresentadas imagens obtidas por meio de SERS para a 
localização altamente sensível de marcadores de câncer específicos em células vivas 




Figura 16. Imagens de fluorescência e SERS  obtidas de células HEK293 normais e células HEK293 
expressando PLCγ1 (cancerosas). (a)  Célula normal - Imagem de campo claro (à esquerda) e fluorescência 
(à direita); (b)  Célula normal - Imagens SERS campo claro (esquerda)  e mapeamento Raman (à direita); (c) 
Célula normal - mapeamento Raman. Manchas coloridas indicam os pontos de laser através do meio da 
célula ao longo do  eixo Y; (d) Célula cancerosa - Imagem de campo claro (à esquerda) e fluorescência (à 
direita); (e) Célula cancerosa - Imagens SERS campo claro (esquerda)  e mapeamento Raman (à direita); (f) 
Célula cancerosa - Mapeamento Raman. Manchas coloridas indicam os pontos de laser através do meio da 
célula ao longo do  eixo Y. Adaptado de [161]. 
Além das aplicações apresentadas, a nanotecnologia tem permitido aos cientistas 
adaptarem NP‘s para uma ampla gama de aplicações, tais como observar reações químicas 
dentro células [162,163] e manipular respostas celulares [164,165]. O êxito no 
desenvolvimento destas tarefas conta com a possibilidade de sintetizar bioconjugados com 
o design desejado. Recentemente, nanopartículas de ouro têm sido exploradas para 
utilização em sensores colorimétricos comercializados pela Nanosphere ®, como etiquetas 
fluorescentes (Oxonica ®), agentes de contraste para as modalidades de imagem com base 
na coerência óptica, fotoacústica e fluorescência de dois fótons, bem como agentes 
fototérmicos para o tratamento do câncer e liberação controlada de fármacos (Nanospectra 
Biosciences ®).  
Atualmente, as nanopartículas podem ser modificadas com atributos específicos, tais como 
a solubilidade em água, a carga superficial, ou de reconhecimento específico, 
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possibilitando cada vez mais novas aplicações. Na Figura 17 é apresentado um esquema 




Figura 17. Esquema mostrando várias estratégias para a aplicação de nanopartículas em sistemas biológicos. 
Em (a) é mostrado moléculas que podem ancorar diretamente na superfície do nanocristal ou com os ligantes 
a ele associado. Em (b) é apresentado a possibilidade do uso de polímeros ou ligantes que são utilizados para 
estabilizar o coloide, como o polietilenoglicol (PEG) ou cadeias zwitteriônicas que interagem fortemente com 
as moléculas de água evitando adsorção inespecífica. Em (c) pode ser observado a possibilidade de 
acoplamento covalente por biomoléculas que apresentam grupos reativos. A parte representada em (d) mostra 
as unidades biofuncionais que podem conferir o reconhecimento, a capacidade terapêutica, a capacidade 
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A helpful method for controlled synthesis of monodisperse gold nanoparticles 




The interest in applying gold nanoparticles is principally based on their monodispersity. 
Therefore, the synthesis of monodisperse gold nanocrystals has a key role in designing 
nanomaterials for their specific application. However, it can represent a cutting edge for 
many labs, mainly because it requires a variety of complex techniques for properly 
characterizing metal nanoparticles with expensive and rugged equipment. Herein, we 
propose an approach to synthesize nanoparticles with controlled monodispersity that can 
be adjusted through the factorial experimental plan 3
2
 using response surface modelling 
(RSM). Our findings illustrate how factorial design is important to providing accurate 
projections of nanoparticles production using different chemical reducers. The proposed 
method leverages facile and inexpensive routes to synthesize monodisperse gold 
nanocrystals without the assistance of time-consuming image-based characterization tools. 





Gold nanoparticles (AuNP‘s) have been widely employed in countless fields.  Their size, 
shape and chemical interaction capability offer unique physicochemical properties [1-5]. 
Such nanocrystals can exhibit very particular and often tunable properties through size and 
shape features. However, the synthesis of AuNP‘s can be significantly affected by various 
synergistic factors such as concentration, temperature, synthesis time and pH [6-8]. 
Protocols that enable the production of AuNP‘s with controlled size, shape and 
composition are therefore of key importance. In particular, current research efforts have 
been focusing on understanding the correlation between optical, electrical and magnetic 
properties of nanomaterials with their morphological characteristics [6, 9-14]. 
Historically, sodium citrate and borohydride are the most popular reducing agents but they 
produce very different outcomes. AuNP‘s synthesized with sodium citrate provides 
monodispersity and spherical shape. Sodium borohydride yields a synthesis with high 
concentration of nanoparticles [10,12]. Recently, it has been demonstrated that the 
synthesis of monodipersed gold nanoparticles can be achieved using 5-hydroxyl-1,4-
naphthoquinone, and stabilized by poly(hydroxyl-1,4-naphthoquinone) [13].  There have 
been also efforts toward developing mathematical models for controlling the gold 
nanoparticles production [9,16]. 
Here we demonstrating how localized surface plasmon resonance (LSPR) can be used as 
the main characteristic of monodispersity, controlling time and molar ratio. Through the 
factorial experimental plan 3
2
 using response surface modelling (RSM). Spectroscopic 
properties of nanoparticles can provide an indicator of their size distribution by fitting the 
position of the surface plasmon resonance (SPR) to a simple wavelength function [18-20].  
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There are two basic techniques to characterize metal nanoparticles: Spectroscopic methods 
(e.g., UV-visible absorption and Raman scattering) and Microscopy (e.g., transmission 
electron and scanning atomic force). The most common tool to provide reliable diagnostic 
of size distribution is electron microscopy. But this still is an expensive, time consuming 
and mostly inaccessible method in terms of required materials and infrastructure [17]. On 
the other hand, UV-visible spectroscopy is a accessible and therefore widely used in the 
study of nanomaterials; from a basic diagnostic of nanoparticle formation to the assessment 
of their complex interactions with other elements.  
RSM is an statistical technique that uses quantitative data, obtained from appropriately 
designed experiments, to determine regression model and operating conditions [21-24].  In 
this article, we propose for the first time that RSM can be used to predict the mono or 
polidispersity of AuNP‘s, for both sodium citrate and borohydride synthesis protocols, and 
validate our claims by transmission electron microscopy (TEM) measurements. The 
approach allows the possibility of modulate. We report a general strategy for a factorial 
design that enables a facile synthesis process and demonstrate the possibility of dispersity 
control to sodium citrate and borohydride.  
 
2. EXPERIMENTAL 
2.1 Synthesis of gold nanoparticles 
Trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7·2H2O, Merck Co. Ltd., Brazil) and sodium 
borohydride (NaBH4, Merck Co. Ltd., Brazil) were the reducing agents. All the vials were 
made from borosilicate glass. Ultrapure water was purified with Easy Pure II, Thermo 
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Scientific. Size-controlled preparation of gold nanoparticles was achieved through a 
chemical reduction. Gold precursor (HAuCl4, Merck Co. Ltd., Brazil) was maintained at 
2.5 × 10
-4
 M, and different percentages of reducing agent (Na3C6H5O7 and NaBH4) were 
added according to an experimental plan. Trisodium citrate was added to the gold 
precursor solution at 100°C, and borohydride was added in ice bath (0°C). Solution was 
maintained under agitation (200 rpm) as pre-defined by the experimental model. 
2.2 Characterizations 
AuNP‘s samples were collected at each stage immediately after synthesis and their optical 
properties were evaluated by UV-Vis spectrophotometry (FEMTO 800 XI). Size and 
morphology were examined by transmission electron microscope (JEOL, JEM-1400) 
operated at 120 kV. AuNP‘s diameters were calculated using Image J, version 1.4. Energy-
dispersive X-ray spectroscopy (EDS) was recorded on a ZEISS EVO MA10 at 30 kV with 
Oxford Instruments X-max large area. 
2.3 Experimental Design and Optmization 
RSM is a technique to design factorial experiments in order to build mathematical models 
to allow assessing the interplay of several factors onto a desired response. It is suitable for 
multi-factor experiments. It is also useful when searching for connections between various 
parameters to produce the most favorable outcomes. 
The synthesis process of AuNPs was optimized by a 
two factors, three level central composite design (CCD) with concentration of reducer (% 
w/v) and time synthesis (min) as the independent variables (Table 1). The full-width at 




Table 1. Experimental factors and levels in the central composite design. 
Factors 
Levels 
Low (-1) Central (0) High (+1) 
Concentration  % (w/v) 0.067 0.133 0.200 
Time (min) 05 10 15 
 
The responses obtained from the CCD was subjected to second-order multiple regression 
analysis as well as analysis of variance (ANOVA) at 5% confidence level (P-value < 0.05). 
This was used to explain the overall behavior of the system as well as the justification of 
the significance and adequacy of the developed regression model using the least square 
regression methodology. Each experimental run of the CCD matrix was analyzed and the 
response was correlated with the two input variables by following the quadratic polynomial 
equation (Eq.1). All the analysis was carried out using STATISTICA 10.0. 
(1) 
 
where Y represents the predicted response , the constant terms β0, βi , βii and βij are the 
coefficients for constant offset, linear, quadratic, and interaction effects, respectively, x i 
and x j are the chosen independent variables and ɛ is a random transgression. 
3. RESULTS AND DISCUSSION  
3.1 Characterizations of gold nanoparticles  
Optical properties of the AuNPs were studied by UV-vis absorption spectroscopy, strong 
absorption bands are observed around 540 nm and 520 nm for the spectra of AuNP‘s 
synthesized with citrate (Cit-AuNPs) in Fig.1(A) and borohydride (BH-AuNPs) in 























plasmonic resonance peak of AuNPs are also presented. The greater peak in Cit-AuNPs in 
Fig. 1(A) was relative to a smaller concentration of reducing agent and more time than was 
evident in BH-AuNPs peaks in Fig. 1(B) (0,067 % w/v and 15 minutes; 0,200 % w/v and 5 
minutes, respectively). Furthermore, note that the plasmonic resonance peak of Cit-AuNP 
had lower amplitude than BH-AuNP at the identical experimental conditions. 
 The peak position, intensity and band shape of the SPR is dependent on factors such as 
shape, size, composition and dielectric constant of the surrounding medium[17,25]. Thus, 
the shifting of the Cit-AuNP‘s LSPR compared with BH-AuNP‘s may be interpreted in 
terms of the electron cloud oscillation of Au atoms. However, enlargement of the band is 
related with shape and size uniformity of the nanostructures in the sample. Polydispersity 
promotes wider absorbance bands, and monodispersity narrower ones (Jana  et al., 2001; 
Sau et al., 2001).  The results with low concentration of borohydride did not show a 
characteristic plasmon peak as can be seem in Fig. 1(B), probably because the 
supersaturation condition reached by Au
0
 atoms, which formed the first cores with a size of 
less than 2 nm and thus did not absorb in the visible spectrum [26]. 
 
Figure 1. UV-vis absorption spectroscopy measurements of the colloidal gold nanoparticles synthesized with 
sodium citrate (A) and borohydride (B) in different concentrations (0.067, 0.133 and 0.200 % w/v) and times 




The reduction capacity of borohydride has attracted considerable attention owing to its 
ability of generating a high concentration of nanocrystals with small nuclei in a short time 
(Brust et al., 1994; Brust et al., 1995). Previous studies have shown that with citrate, small 
variations of synthesis time promote significant change in both size and concentration of 
nanoparticles [6,15,17,25,29]. The higher nucleation ability borohydride favors the 
formation of a large number of cores, disfavoring the process of growth of the 
nanostructures. Therefore, borohydride unleashes a disordered growth process leading to a 
greater diversity in terms of nanoparticle size.  On the other hand, citrate ions promote the 
formation of nuclei and stability the gold nanoparticles, which leads to the monodispersion 
effect. TEM images in Fig. 2 and Fig. 3 were performed in order to analyze the different 
conditions of growth, alongside with UV-Vis absorbance levels of the evaluated conditions 
in terms of concentration and synthesis time, respectively. 
In Fig. 2 we used three samples of gold nanoparticles produced with increasing 
concentrations of citrate and borohydride. In order to illustrate the influence of 
concentration on monodispersity, the overlapping histograms for TEM images of Cit-
AuNPs and BH-AuNPs are shown in Fig. 2(A-F) and Fig. 2(H-M), respectively. UV-Vis 




Figure 2. TEM images of gold nanoparticles  (with a reaction time of 10 minutes ) produced with  different 
concentrations of citrate; 0.067 % (A); 0.133% (C) and 0.200 % (E); and borohydride 0.067 % (H); 0.133% 
(J) and 0.200 % (L); Scale bar 100 nm and 10 nm inset. The corresponding histograms (B, D, F and I, K, M) 
and UV-Vis absorbance levels of the evaluated conditions, Cit-AuNPs (G)  and BH-AuNPs (N).  
 
The synthesis time study is presented in Fig. 3. It is interesting to highlight the influence of 
time in the process with borohydride. Citrate has presented greater uniformity and larger 




Figure 3. TEM images of gold nanoparticles  (with the average concentration of the precursor) produced 
with citrate: 5 min (A); 10 min (C) and 15 min (E); and borohydride: 5 min (H); 10 min (J) and 15 min (L); 
Scale bar 100 nm and 10 nm (inset). The corresponding histograms are shown beneath (B, D, F and I, K, M) 




In order to validate the results presented above, samples that reach higher absorbance 
values were characterized to better understand their composition. It was performed by 
using energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) analysis (Fig. 4) in order to confirm the 
composition of AuNPs and the presence of other elements. The greater Au peaks were 
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acquired around 2.3 Kev for both Cit-AuNPs (Fig. 4A) and BH-AuNPs (Fig. 4B), proving 
that synthesized nanoparticles have the same composition.  
 
Figure 4.  Energy dispersive spectroscopy on the scanning electron microscope (EDS-SEM). EDS analysis 
of gold nanoparticles synthesized from sodium citrate (A) and borohydride (B), inset shows EDS analysis 
area. EDS map showing detection of gold (yellow and orange), chloride (purple), sodium (cyan), oxygen 
(green) and carbon (red). Scale bars: 30 μm. 
 
Considering that both reducing agents influenced the nanoparticles growth in different 
ways, our investigation now aims at examining interactions between factors considered 
important. For this end, we need statistical design but trying out a technique allowing us 







3.2 Optimization studies and Statistical Analysis 
Here we used two variables, the concentrations of reducing agents and the reaction times 
are our input variables, and FWHM as the output. Various parameters could be used as 
response variable. However, the choice was based on the technique which requires lower-
cost equipment, a fact which will give the possibility of reproducing the results presented 
here for research and teaching laboratories around the world and even applicable in 
outdoor synthesis in field-trials with nanoparticles. The FWHM criterion is potentially a 
very sensitive measurement for monodispersity. When nanoparticles are applied as sensors, 
the narrower is peak the better signal to noise ratio, allowing to the detection smaller 
changes in the experiment. The influence of the FWHM in absorption spectra for 
monodispersity and polydispersity is illustrated in Fig. 5. 
 
Figure 5 - Concept behind absorption spectra of gold nanoparticles with different dispersity. Low FWHM 
indicates monodispersity, while higher values indicate polydispersity of particles. 
 
The experimental matrix and their responses based on an experimental plan for the 
synthesis of gold nanoparticles are listed in Table 2. Moreover, we insert the data of the 
resulting FWHM of absorbance in visible region. 
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 Table 2. Data of 3
2
 factorial planning. 
Run 






1 0.067 (-1) 5 (-1) 107,5836 7,3368 
2 0.067 (-1) 10 ( 0) 96,3185 45,5605 
3 0.067 (-1) 15 (+1) 85,6576 56,1405 
4 0.133 ( 0) 5 (-1) 98,7749 69,4385 
5 0.133 ( 0) 10 ( 0) 87,8312 100,0877 
6 0.133 ( 0) 15 (+1) 80,8989 94,1112 
7 0.200 (+1) 5 (-1) 93,1372 64,5451 
8 0.200 (+1) 10 ( 0) 80,9219 63,1133 
9 0.200 (+1) 15 (+1) 76,1681 64,4112 
10 0.133 ( 0) 10 ( 0) 87,8312 99,0933 
11 0.133 ( 0) 10 ( 0) 89,8885 100,0543 
To evaluate the statistical significance, analysis of variance (ANOVA) was performed to 
the best fit for the model (Table 3). The ANOVA of both reducing agents revealed that all 













Table 3 ANOVA of nanoparticles‘ synthesis.  
Citrate  SQ* DF* MS* F* P* 
(1)Concentration % 
(w/v)(L) 
257.8415 1 257.8415 163.4119 0.000052 
Concentration % 
(w/v)(Q) 
0.6826 1 0.6826 0.4326 0.539781 
(2)Time (min)(L) 536.8005 1 536.8005 340.2075 0.000009 
Time (min)(Q) 7.2052 1 7.2052 4.5664 0.085650 
1L by 2L 6.1231 1 6.1231 3.8807 0.105932 
Error 7.8893 5 1.5779   
Total SS 818.5226 10    
R
2
 (coefficient of determination) of the model is 0,99655; adjusted R
2
 = 0,98277 
Borohydride -       
(1)Concentration % 
(w/v)(L) 
1149.048 1 1149.048 34.9045 0.001978 
Concentration % 
(w/v)(Q) 
3919.070 1 3919.070 119.0493 0.000112 
(2)Time (min)(L) 892.023 1 892.023 27.0969 0.003451 
Time (min)(Q) 352.166 1 352.166 10.6977 0.022181 
1L by 2L 598.752 1 598.752 18.1882 0.007978 
Error 164.599 5 32.920   
Total SS 8057.701 10    
R
2
 (coefficient of determination) of the model is 0,99992; adjusted R
2
 = 0,9996 
*SQ – Sum of Squares;  DF – Degrees of Freedom;  MS – Mean Square; F – test statistic;  
P - p value; L – linear; Q – Quadratic. The significant variables are shown in bold. 
 
The analysis of variance (ANOVA) with Fisher‘s statistical analysis was used to examine 
the significance and adequacy of the model. P value less than 0.05 were significant and 
showed in bold. The predicted R
2‘s of 0.99655 for the FWHM of Cit-AuNP's and 0.99992 
for the FWHM of BH-AuNP's were in rational agreement with the adjusted R
2‘s (0.98277 
for the FWHM of Cit-AuNP's, and 0.9996 for the FWHM of BH-AuNP's), which confirms 
that the models may produce good predictability. 
The Response Surface Modelling was developed with the aim of: (i) understanding the 
topography of the response surface (local maximum, local minimum and ridge lines), and 
(ii) finding the region where the optimal response occurs.  RSM is commonly used 
statistical method for optimizing the process variables and constructing the quadratic 
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models illustrating the statistical relationship among the parameters considered. The 
empirical relationship between FWHM obtained of absorption spectra of the gold 
nanoparticles and the experimental factors are presented by Eq. (2) and Eq.(3) for Cit-
AuNPs and BH-AuNPs, respectively .  
 t18,9175 - 13,1108c - 89,7589 =  FWHMCit ,                             (2) 
 
 tc 5,842 +  tc 7,593- t c 24,469 -  t10,123 + t 24,386 + c 37,684 + c 27,677 + 62,746 = FWHM 22222BH
(3) 
where, c is concentration of the respective reducer agent and t is time synthesis. 
RSM was applied to identify the variables and interactions that affect gold nanoparticle 
synthesis (p < 0.05). The goal of this analysis is to gain a better understanding of potential 
optimizations that could be performed in the synthesis process. Therefore, the RSM allows 
us confirming the results described above, as well as finding specific trends. The surface 
graphs shows the influence of variables on FWHM (Figs. 6(A) and 6(B)). The Pareto‘s 
chart was used to summarize and display the relative importance of the differences 
between groups of data (Figs. 6(B) and 6(F)). The Figs 6(C), 6(D), 6(G,) and 6(H) show 
the influences of each of the variables (concentration and time) on the FWHM  for citrate 




Figure 6. Three-dimensional response surface plot for bandwidth values at half height for Cit-AuNPs and 
BH-AuNPs by the influence of time and concentration (A and E). Pareto‘s chart representing the effects 
values from ANOVA for relative impact of concentration and time on Cit-AuNPs (B) and BH-NPs (F). Time 
and concentration influence on Cit-AuNPs (C and D) and BH-AuNPs (G and H). 
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Figure 6(C) shows the decrease of FWHM when the citrate concentration is increased. 
Previous studies have demonstrated that high citrate concentration allows stabilization of 
smaller particles, whereas in lower concentrations the coating process is somehow 
incomplete. As a result, non-uniform and polydisperse nanoparticles. The larger is citrate 
concentration, the faster is reached the supersaturation condition. This state generates a 
large number of nuclei, and subsequently a significant decrease in particle size [6,29,30]. 
In contrast, BH-AuNPs initially presents an inverse relationship of concentration levels 
with FWHM when compared to Cit-AuNPs for both concentration and synthesis time. 
Figure 6(G) and 6(H) show the FWHM against the reducing agent concentration and 
synthesis time, respectively. However, the initial trend is then reversed, when using either 
high concentration of reducing agent or synthesis time. The nanoparticles growth with 
borohydride is faster and yet less stable, promoting the formation of a large number of 
nuclei. A slight increase in the width of the absorption band was noted when synthesis time 
was increased (Fig. 6(H). The BH-AuNP‘s have more discoid shapes and a wider size 
distribution, probably the borohydride not acting as a stabilizer as citrate molecules, which 
can lead to heterogeneous optical properties identified by the presence of large extinction 
bands. 
In order to confirm the findings from our statistical analysis of FWHM, a particle counting 
analysis of from TEM images were performed with an average number of 500 
nanoparticles per sample. Again, the agent concentration and synthesis time are the 
parameters under analysis, using the same set of values in Fig. 6. The fixed parameter is 
kept the middle of the range. 
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 As can be seen in Fig. 7(A), the citrate elevation promoted a gradual increase in the 
uniformity of the diameters, seen in the reduced variance of histograms. This indicates the 
desired mono-dispersion effect. However, in the same experiments conducted with 
borohydride, the opposite behavior is initially observed; confirming in Fig. 7(B) the 
inferred polydisperse nanoparticles through broader FWHM measurements in Fig. 6(C). 
Even the effect of variance reduction in particle counting for the highest concentration in 
Fig. 7(B) could be captured in our inferred analysis seen in Fig. 6(G). 
 
Figure 7 – Multiple histograms in same plot shows the effect of concentration in size distribution of AuNPs 
with synthesis time fixed at 10 minutes. Cit-AuNPs (A) and BH-AuNPs (B).  
 
Finally, particle counting for different synthesis time is shown in Fig. 8 with intermediate 
concentrations of both reducing agents. Citrate ions have two functions: generation and 
stabilization of gold nanoparticles, so it is clear in Fig. 8(A) the change in the profile for 
samples from longer synthesis. For synthesis with borohydride, in Fig. 8(B), it was 





Figure 8 – Multiple histograms in same plot shows the effect of time synthesis in size distribution of AuNPs 
with concentration fixed at 0.133 % (w/v). Cit-AuNP‘s (A) and BH-AuNP‘s (B). 
 
Once more, both histograms for Cit-AuNPs and BH-AuNPs in Fig. 8 bear close 
connections with the correspondent trends in Fig. 6. Thus, this verification with TEM 
supports the FWHM approach to synthesize nanoparticles with controlled monodispersity.  
4. CONCLUSIONS 
We investigated a facile method to synthesize Cit-AuNP‘s and BH-AuNP‘s with factorial 
design 3
2
 based on FWHM measurements. The experimental results are in good agreement 
with predicted values. The current study reveals the potential application of RSM in 
optimizing the physical parameters. The findings has the potential to pave way for simple 
process design to offer large scale production of monodisperse gold nanoparticles without 
the need of complex and expensive image-based techniques. 
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Uso da Microscopia Eletrônica de Transmissão Convencional para o estudo do 






O uso de nanomateriais com superfície modificada tem sido cada vez mais relatado numa 
infinidade de aplicações nas áreas de materiais, química, e principalmente biológica. No 
entanto, a interface metal-ligante esbarra na dificuldade de caracterização em prol da 
superfície química. A falta de metodologias analíticas tornou-se um obstáculo que nos 
impede de realizar modificações químicas bem-sucedidas da superfície de nanomateriais. 
Aqui, nós relatamos um método simples, utilizando a microscopia eletrônica de 
transmissão convencional para determinação da espessura da esfera de coordenação dos 
ligantes utilizados na modificação dos nanomateriais. Nossos resultados viabilizam o uso 
de um protocolo simples e confiável, e abrem novas perspectivas para o design controlado 



















O espaçamento utilizando alquil-ligantes na interface de nanomateriais, proporciona um 
controle preciso sobre as distâncias entre as AuNP‘s que vão desde angstrons até alguns 
nanômetros a depender do comprimento da cadeia do ligante. Alternativamente, polímeros 
e biomoléculas podem ser usados como espaçadores de maior comprimento para ajustar as 
distâncias entre nanopartículas [1-4]. A espessura da camada de ligantes está relacionada 
diretamente com a estabilidade do coloide e é fundamental para estudos de conjugação 
com biomoléculas, acoplamento plasmônico [5-7], entrega de drogas [8-10] opsonização 
em células animais e resposta imune [11-13], entre outras aplicações [14-16]. 
 
Estudos dedicados ao desenvolvimento de nanomateriais com superfície modificada 
possuem ainda muitas limitações relacionadas aos métodos de caracterização [17-19].   A 
análise por Dynamic Light Scattering (DLS) está entre as técnicas mais utilizadas para o 
dimensionamento de partículas e embora tenha obtido grande aplicabilidade [20-23], ainda 
assim é geralmente considerado um método de baixa resolução [24], dado a hidratação 
provocada pelas camadas de ligantes em solução aquosa e pela absorção de contra-
íons [25]. Além disso, para as nanopartículas que têm uma larga distribuição de tamanhos, 
é difícil determinar se esta variação é devido à conjugação molecular ou à agregação.  
 
A microscopia eletrônica de transmissão (MET) é um método largamente utilizado para 
determinação da forma e do tamanho das nanopartículas metálicas, sendo frequentemente 
utilizada para construir distribuições de tamanhos de nanomateriais para diferentes 
aplicações. No entanto, esta técnica é frequentemente afetada com questões relacionadas a 
artefatos, confiabilidade estatística e interpretação [26]. A etapa de secagem é inevitável 
durante a preparação da amostra e pode resultar na deposição de partículas não uniformes e 
sua agregação [27]. Dada esta dificuldade, o estudo de monocamadas sobre superfícies 
metálicas por MET convencional é particularmente desafiador. 
 
O estudo da espessura da esfera de coordenação de nanomateriais utilizando somente 
imagens obtidas por MET ainda não foi evidenciado na literatura como um método 
quantitativo. Assim, este trabalho discute os mecanismos que afetam o preparo de grades 
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para MET, estabelecendo um método simples e eficaz para estudar a influência das 
propriedades de distância das monocamadas em nanomateriais. Nossos resultados 
viabilizam o uso de um protocolo confiável utilizando MET convencional, e abrem novas 




2.1 REAGENTES E INSTRUMENTOS 
Para a síntese de AuNP‘s utilizou-se o Ácido Tetracloroáurico (G4022) e Citrato 
Trissódico (PHR1416). Para as etapas de funcionalização foram utilizados o 16-Ácido 
Mercaptohexadecanóico (448303), 11-Ácido Mercaptoundecanóico (447528) e Ácido 
Mercaptopropiônico (M5801). Todos estes reagentes utilizados foram de pureza analítica e 
adquiridos pela Sigma Aldrich. Para limpeza das vidrarias foi utilizada água régia (HCl 3: 
1 HNO3) preparada a fresco e usada dentro de 1 hora. A água ultrapura utilizada para todos 
os ensaios e preparos de solução foi obtida pelo sistema de ultrapurificação EASYpure II® 
Thermo Scientific. O microscópio eletrônico de transmissão utilizado foi um JEOL 120 
KV modelo JEM1400, utilizando filamento de hexaboreto de lantânio. A validação do 
método proposto foi realizada utilizando um equipamento de espalhamento dinâmico de 
luz (DLS) e potencial zeta (NPA152 Zetatrac, Microtrac Instruments, York, US). 
2.2 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS AuNP‘s 
A síntese foi realizada de acordo com a otimização para controle de tamanho já descrito 
por nosso grupo [28]. Resumidamente, 15 mL de HAuCl4 a 2,5x10
-4 
M reagiu com 1mL de 
citrato de sódio 1% por 15 minutos a 100ºC. Após este tempo, o coloide foi resfriado em 
banho de gelo e depois submetido à centrifugação. Três lavagens foram realizadas para 






2.3 AUTO-MONTAGEM DE LIGANTES-TIOL 
Os espaçadores utilizados neste estudo foram o Ácido Mercaptopropanóico (MPA), Ácido 
Mercaptoundecanóico (MUA) e Ácido Mercaptohexadecanóico (MHA), com cadeia de 3, 
11 e 16 átomos de carbono respectivamente entre o grupo COOH e SH. Para a 
funcionalização das AuNP‘s, 100 µL de cada um dos ligantes (10 mM) preparados em 
etanol foram adicionados a 1 mL de solução de nanopartículas de ouro durante 100h à 
temperatura ambiente (25ºC). Uma amostra sem os ligantes foi utilizada para servir de 
controle. Uma visão geral sobre os ligantes utilizados é dado na Tabela 1. As 
nanopartículas modificadas foram lavadas 3 × por centrifugação (8.608 g rpm, 20 min, 
MiniSpin, Eppendorf) e ressuspendidas em água ultrapura.  
Tabela 1. Dados dos ligantes utilizados como espaçadores para reações de acoplamento.  
*O tamanho do ligante foi determinado pelo número de átomos de carbono na cadeia entre o átomo de 
enxofre e o ácido carboxílico. ** O comprimento (nm) foi determinado por uma única molécula no vácuo 




2.4 PREPARO DA AMOSTRA PARA MET 
 
Para o preparo de amostras de suspensões coloidais para microscopia eletrônica de 
transmissão (MET), normalmente uma pequena gota de suspensão coloidal é pipetada 
sobre uma grade (100-400 mesh) de níquel ou cobre. Estas grades são previamente 
cobertas com Formvar (Resina termoplástica a base de PVA), e são deixadas para secar a 
temperatura ambiente (25ºC). Durante a desidratação da amostra podem aparecer 
agregações que prejudicarão a análise da distribuição das partículas [29-31] e 
consequentemente o estudo do espaçamento provocado pelos ligantes nas AuNP‘s. A fim 
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288,49 16 0,92 
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de evitar estes inconvenientes durante a preparação das grades, as suspensões coloidais 
foram preparadas levando em conta os mecanismos que afetam o processo de secagem. 
Assim, 300 µL do coloide metálico foram colocados em uma lâmina de vidro previamente 
limpa e seca. O material foi deixado em repouso até a formação de um alo na borda da gota 
(efeito anel de café). Após esta etapa, a grade previamente coberta com polímero formvar 
foi colocada sobre o alo formado e sendo empurrada delicadamente por toda a borda da 







Figura 1. Imagens mostrando a sequência de como as grades foram preparadas. Primeiro passo é 
demonstrado em A, onde a suspensão coloidal de AuNP‘s foi gotejada no centro de uma lamina de vidro 
histológica; após um tempo de repouso, verifica-se a formação do anel de café nas bordas da gota (B-D); uma 
grade previamente coberta com polímero hidrofóbico formvar é colocada sobre a gota (E); A grade é 
arrastada cuidadosamente sobre todo o anel formado para recuperar o máximo possível de AuNP‘s (F). 












2.5 DETERMINAÇÃO DO ESPAÇAMENTO 
 
Para o cálculo do espaçamento entre as partículas foram utilizados os diferentes alquil-
ligantes como espaçadores (MPA, MUA e MHA) conforme detalhado na Tabela 1. O 
software livre da Digital Micrograph versão 2.31.734.0 (Gatan Inc.) foi utilizado para 
determinação da distância. A fim de evitar uma quantificação tendenciosa, o espaçamento 
entre 500 partículas foi avaliado para cada espaçador utilizado. 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 PREPARO DA AMOSTRA PARA MET 
 
As interações coloidais têm efeito sobre a estabilidade dos coloides e interferem no 
processo de secagem na preparação das grades para microscopia eletrônica, assim como a 
evaporação do solvente pode favorecer uma distribuição não homogênea da amostra [32]. 
A Figura 2 apresenta os mecanismos que controlam este efeito. Resumidamente, a 
hidrofobicidade da superfície influencia a morfologia das gotículas durante o processo de 
evaporação do solvente, visto que em uma superfície hidrofóbica, um ângulo de contato 
constante (Teta) será mantido com a diminuição da área de contato. Na superfície 
hidrofílica, uma área de contato constante será mantida com uma diminuição do ângulo de 
contato [33]. Além disso, as taxas diferenciadas de evaporação induzem um fluxo capilar a 
partir do centro da gota em relação a sua borda, resultando num transporte de líquido de 
material disperso para a borda da gota, este efeito é conhecido como efeito anel de café 
[27]. Outro efeito que também tem influência nesse processo é conhecido com fluxo de 
Marangoni, onde estabelece que a tensão superficial seja maior na região polar (central) da 
gota e menor próximo as bordas. Este gradiente é a fonte de uma recirculação de fluxo 





Figura 2. Esquema do mecanismo que afeta o processo de secagem. Duas forças capilares estão ativas: o 
efeito do anel de café transporta coloides para fora enquanto o fluxo de Marangoni neutraliza esse efeito. Na 
prática, o efeito do anel de café é superior em soluções aquosas. Todas as forças capilares são independentes 
do substrato. 
 
Como pode ser observado, uma gota em evaporação é um sistema complexo, de difícil 
controle, em que uma multiplicidade de forças podem favorecer a deposição e agregação 
não uniforme. Quando uma gota do coloide é colocada sobre a grade, há uma grande 
formação de agregados e artefatos provocados principalmente pelo efeito anel de café. 
Quando a grade é preparada conforme o protocolo proposto nesse trabalho, há uma 
diminuição dos artefatos, favorecendo desta forma a quantificação das partículas. Além do 
mais, o preparo da amostra passando a grade sobre a borda da gota com uma alta 
concentração de partículas aumenta a concentração de partículas por área na grade, 
provocando um efeito de ‗saturação‘ de partículas na grade e desta forma evidenciado o 
espaçamento entre as partículas. 
3.2 DETERMINAÇÃO DO ESPAÇAMENTO  
Com a desidratação do material sobre uma grade de microscopia eletrônica, as 
nanopartículas metálicas apresentam um espaçamento que está relacionado à espessura da 
esfera de coordenação formada durante a funcionalização. É esperado que após a total 
remoção de água do sistema, será possível calcular a distância das NP‘s com superfície 
modificada por imagens de MET convencional. Com base nisso, um método foi elaborado 
para determinação da distância do espaçamento entre as NP‘s. A Figura 3 abaixo mostra 
um esquema detalhando o princípio do método proposto. É interessante destacar que uma 
técnica semelhante é aplicada no processo de determinação de raio atômico por 
difratometria de raio-x, sendo assim possível determinar o raio atômico de um átomo 
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considerando a distância entre dois átomos iguais, sendo o raio determinado pela metade 
da distância encontrada. No presente caso o espaçamento foi calculado de uma forma mais 
precisa, pois a organização das partículas nas imagens de MET possibilitaram a aplicação 
do método proposto. 
 
Figura 3. Ilustração esquemática mostrando o diâmetro da partícula (d) e a distância entre os núcleos 
metálicos (D) promovida pela espessura da esfera de coordenação à medida que aumenta o comprimento do 
ligante; Da esquerda pra direita: AuNP‘s sem ligantes; AuNP‘s – MPA com espaçamento de 3 carbonos; 
AuNP‘s – MUA com espaçamento de 11 carbonos e AuNP‘s-MHA com espaçamento de 16 carbonos. 
 
 
A grande quantidade de nanopartículas usadas nesse procedimento tem como objetivo 
aumentar a confiabilidade da metodologia, sendo obtida uma média de espaçamentos entre 
os valores encontrados. Maiores detalhes sobre esta determinação podem ser encontrados 
no material suplementar. A Figura 4 ilustra algumas orientações estabelecidas para os 













































    
Figura 4. Exemplos de imagens de AuNP‘s (sem ligantes), AuNP‘s com ácido mercaptopropiônico 
(AuNP‘s-MPA), AuNP‘s com ácido mercaptoundecanóico (AuNP‘s-MUA) e AuNP‘s com ácido 
mercaptohexadecanóico (AuNP‘s-MHA), obtidas por microscopia eletrônica de transmissão utilizadas para a 
determinação do espaçamento entre as partículas.  
A Figura 5 apresenta um exemplo da determinação do espaçamento pelo software. Os 
histogramas apresentados são oriundos da linha branca assinalada como exemplo em cada 
imagem de MET correspondente. É fácil observar que há uma relação direta do 
espaçamento entre as nanopartículas com o aumento do tamanho da cadeia dos compostos 
usados como espaçadores. Deve ser destacado que a esfera de coordenação apresenta 
compostos em diferentes orientações espaciais e juntamente com a morfologia regular das 











Figura 5. Exemplos de imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão para determinação do 
espaçamento entre as partículas utilizando o software Digital Micrograph. AuNP‘s sem ligantes (A), AuNP‘s 
funcionalizadas com ácido mercaptopropanóico (AuNP‘s-MPA) (C), AuNP‘s funcionalizadas com ácido 
mercaptoundecanóico (AuNP‘s-MUA) (E), AuNP‘s funcionalizadas com ácido mercaptohexadecanóico 
(AuNP‘s-MHA) (G); A linha branca mostra a demarcação onde os dados de espaçamento foram obtidos em 
cada imagem. Histogramas mostrando o espaçamento regular entre as partículas para todos os ensaios na 









A Figura 6A condensa as informações apresentadas na Figura 5, fazendo uma comparação 
entre os espaçamentos obtidos para cada espaçador utilizado em um histograma gaussiano 
sobreposto. Também é apresentado na Fig 6B os valores de espaçamentos em nanômetros 
com os respectivos desvios para cada tratamento.  
 
 
Figura 6. Histograma mostrando o espaçamento entre as nanopartículas de ouro funcionalizadas com 
diferentes espaçadores utilizados (A); Gráfico mostrando os desvios encontrados para cada espaçador (B), 
ácido mercaptopropiônico (MPA), ácido mercaptoundecanóico (MUA) e ácido mercaptohexadecanóico 
(MHA) e nanopartículas de ouro sem ligantes (AuNP‘s). 
 
A dependência em nanômetros da monocamada formada em relação ao comprimento da 
cadeia dos ligantes também foi estudada em detalhe. A Tabela 2, lista os valores da 
espessura da esfera de coordenação, considerando a distância entre duas nanopartículas, 
sendo a espessura determinada pela metade da distância encontrada antes e após 
modificação com os espaçadores utilizados. A dependência da espessura (nm) em função 
do comprimento da cadeia (X) dos ligantes é ilustrado na Figura 7. Uma vez que o grupo 
tiol (SH) é igual para todos os espaçadores utilizados na quimiossorção Au-S, a 
dependência linear da espessura da monocamada pode ser atribuída ao aumento do 
comprimento da cadeia. A regressão obtida evidencia um aumento da monocamada de 






 Tabela 2. Dados da espessura da monocamada de AuNP‘s modificadas com mercaptocarboxílicos de vários 
comprimentos de cadeia.   
 
Sigla do Ligante  Nome do Ligante  Cx  Espaçamento 
(nm) 
Espessura da 
monocamada (nm) * 
Sem Ligante Sem Ligante 0 1,1894 0,5947 
MPA  ÁcidoMercaptopropiônico  C3  1,7597 0,8798 
MUA  ÁcidoMercaptoundecanóico  C11  2,7478 1,3739 
MHA  ÁcidoHexadecanóico  C16  3,5601 1,7800 
 * A espessura foi determinada pela metade da distância encontrada da média de 500 nanopartículas de ouro 
para cada espaçador utilizado. 
 
 
Figura 7. Dependência do comprimento da cadeia na espessura da esfera de coordenação promovida pelos 
diferentes comprimentos de cadeia dos ligantes mercaptocarboxílicos utilizados. 
 
Para validar o método proposto, as amostras foram avaliadas por Espalhamento de Luz 
Dinâmico (DLS) que é a técnica normalmente utilizada para o estudo de nanomateriais 
com superfície modificada. A figura 8 apresenta os resultados encontrados e através desses 
resultados verificou-se que o tamanho hidrodinâmico médio aumentou na medida em que 
aumentava o comprimento da cadeia carbônica dos ligantes, evidenciando ligações bem-
sucedidas e homogêneas dos ligantes. Para a amostra com o espaçador de menor 
comprimento (MPA) foi observado uma leve aglomeração da amostra. A Tabela 3 








Figure 8. Histograma de distribuição de nanopartículas de ouro com diferentes ligantes utilizados. No eixo 
das abcissas temos os tamanhos das nanopartículas (em nm) e no eixo das ordenadas, temos a 
porcentagem (Frequência relativa) de partículas que situam nas respectivas faixas de tamanho. AuNP‘s (A); 
AuNP‘s - MPA (B); AuNP‘s – MUA (C); AuNP‘s – MHA (D).  
 
O volume hidrodinâmico das nanopartículas no coloide aumenta quanto maior for sua 
interação entre a cadeia e o solvente. Esse fato é interessante visto que a cadeia carbônica 
apresenta pouca capacidade de interação com as moléculas de água devido sua baixa 
polaridade. No entanto, a interação é fortalecida pelo grupo carboxílico terminal quando 
este interage com as esferas de hidratação fornecida pela água. Tais características podem 
ser observadas na tabela 3, onde mostra os diferentes diâmetros obtidos nesse experimento. 
Os dados do potencial zeta mostraram uma alteração na presença de agentes carregados ao 
redor das nanopartículas nos diferentes ambientes. Quando apenas coordenada pelos íons 
de citrato, que manifestam uma característica iônica muito superior aos demais ligantes, 
maior foi o potencial obtido. As AuNP‘s com os ligantes apresentaram uma menor 
agregação de íons, obviamente devido à sua menor característica iônica, porém não é 
possível fazer uma correlação direta entre a cadeia do ligante usado com a carga observada 
no potencial zeta, já que a cadeia carbônica sofre a influência do efeito de coordenação, 






Tabela 3. Valores referentes ao diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas com e sem ligantes obtidos por 





AuNP‘s 31,00 + 104,10 
AuNP‘s – MPA 32,50 / 101,00 + 44,98 
AuNP‘s – MUA 32,70 + 92,42 
AuNP‘s – MHA 37,10 + 64,19 
 
Por fim, a tabela 4 abaixo resume os resultados obtidos para as técnicas já estabelecidas 
(DLS e predição teórica) juntamente com os dados obtidos por MET, objeto de estudo 
deste trabalho. Os resultados apontam que o método proposto é uma alternativa 
interessante para o estudo de nanomateriais com superfície modificada e abrem novos 
caminhos para o estudo desta interface. É interessante destacar que cada técnica usada 
apresenta sua particularidade e capacidade de ver a nanopartícula de uma determinada 
forma, portanto a comparação realizada e apresentada na tabela abaixo apenas tenta 
mostrar que diferentes técnicas apresentam a variabilidade equivalente na determinação da 
esfera de coordenação das nanopartículas quando coordenadas por diferentes ligantes. No 
MET verifica apenas o contorno das nanopartículas devido sua extensão metálica, não 
verificando nenhum tipo de agregado iônico que a mesma possa apresentar.  Já o DLS pelo 
espalhamento de luz e devido às sensíveis alterações nos índices de refração no entorno das 
nanopartículas, consegue estimar o seu volume considerando sua esfera de coordenação e 
sua carga iônica que estabiliza as nanopartículas no meio.  
Tabela 4. Comparação entre a espessura da esfera de coordenação determinada por diferentes técnicas. 
Ligante Espessura da esfera de coordenação (nm) 
Cálculo Teórico* DLS MET 
MPA 0,66 1,5 0,88 
MUA 0,84 1,7 1,37 
MHA 0,92 6,1 1,78 
* O comprimento (nm) foi determinado por uma única molécula no vácuo com a configuração de cadeia mais 





Nesse trabalho foi apresentado um protocolo simples e confiável utilizando MET 
convencional para o estudo da espessura da monocamada de nanomateriais de superfície 
modificada. Um método de preparo da grade para MET também foi discutido levando em 
conta a influência dos mecanismos de secagem para uma melhor qualidade dos resultados. 
Por fim, nossos dados foram comparados com a técnica de DLS e com os valores preditos 
por um programa computacional. Nossos resultados abrem novas perspectivas para estudo 
da funcionalização de nanomateriais com tamanhos de cadeia diversos utilizando MET 
convencional para quantificação, subsidiando o estudo de tais nanomateriais com 
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6. MATERIAL SUPLEMENTAR 
 
Tabela S1. Valores correspondentes ao espaçamento de 500 nanopartículas de ouro (AuNP‘s) sem a 
utilização de ligantes obtidos pelo software Digital Micrograph. 
 
Tabela S2. Valores correspondentes ao espaçamento de 500 nanoparticulas de ouro com o ligante ácido 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 1,7 1,2 1,5 0,9 1,6 1,2 1,3 0,6 0,9 1,3 1,4 1,1 1,5 1,3 1,7 1,2 1,5 0,9 1,6 1,2 
2 1,5 1,3 1,1 0,8 0,9 1,3 0,8 1,5 1,5 0,8 1,2 0,7 0,6 0,7 1,5 1,3 1,1 0,8 0,9 1,3 
3 0,7 0,9 1,1 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,9 1,4 1,4 1,9 1,3 0,9 0,7 0,9 1,1 1,4 1,4 1,4 
4 1,4 0,8 0,6 0,7 0,7 1,1 1,7 1,7 1 0,7 0,8 1,1 1,1 1,9 1,4 0,8 0,6 0,7 0,7 1,1 
5 1 1 0,8 0,6 0,3 1,4 1,4 1,5 1,2 1,4 1,9 1,4 1,2 0,8 1 1 0,8 0,6 0,3 1,4 
6 0,7 0,9 0,9 0,5 1,5 1,4 1,4 1,7 1,5 1,4 1,4 1,9 1,9 2,9 0,7 0,9 0,9 0,5 1,5 1,4 
7 1,6 1,2 1,7 1,5 0,7 0,8 0,4 0,6 1,7 1 1 1 1 1,6 1,6 1,2 1,7 1,5 0,7 0,8 
8 1,7 1,4 1,4 1,6 1 1 1,4 1,5 2 1 1,9 0,6 0,5 0,8 1,7 1,4 1,4 1,6 1 1 
9 0,9 0,8 1 1,1 0,7 1 0,7 1 1,2 1 2,3 1,8 1,3 1,2 0,9 0,8 1 1,1 0,7 1 
10 1,2 0,9 1,2 0,8 1,3 0,8 1,3 0,8 1,3 1,5 1,5 2 1,9 1,8 1,2 0,9 1,2 0,8 1,3 0,8 
11 1,5 0,8 0,7 0,3 0,7 1,2 1,1 1,4 0,7 2,3 0,6 1,1 1,2 1,12 1,5 0,8 0,7 0,3 0,7 1,2 
12 1,9 0,8 0,9 0,9 1,1 1,4 1,2 0,9 1,2 1,4 1,2 1 1,1 0,6 1,9 0,8 0,9 0,9 1,1 1,4 
13 0,8 0,7 1,2 1,2 1,4 1,6 1,2 1,27 1,07 1,23 1,59 1,27 1,91 1,11 0,8 0,7 1,2 1,2 1,4 1,6 
14 1,43 1,91 1,91 1,75 0,95 0,95 1,27 0,38 0,95 1,43 1,43 1,43 1,59 1,59 1,43 1,91 1,91 1,75 0,95 0,95 
15 0,95 1,43 1,27 0,95 0,79 0,95 1,59 0,64 0,96 0,48 0,32 1,3 1,62 1,33 0,95 1,43 1,27 0,95 0,79 0,95 
16 1,24 1,14 1,11 1,14 1,05 0,76 0,76 0,76 1,04 1,14 0,8 1,11 1,4 1,05 1,24 1,14 1,11 1,14 1,05 0,76 
17 0,76 0,48 1,27 0,64 1,27 1,75 1,91 1,43 1,43 1,18     0,76 0,48 1,27 0,64 1,27 1,75 
18 1,7 1,2 1,5 0,9 1,6 1,2 1,3 0,6 0,9 1,3 1,4 1,1 1,5 1,3 1,7 1,2 1,5 0,9 1,6 1,2 
19 1,5 1,3 1,1 0,8 0,9 1,3 0,8 1,5 1,5 0,8 1,2 0,7 0,6 0,7 1,5 1,3 1,1 0,8 0,9 1,3 
20 0,7 0,9 1,1 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,9 1,4 1,4 1,9 1,3 0,9 0,7 0,9 1,1 1,4 1,4 1,4 
21 1,4 0,8 0,6 0,7 0,7 1,1 1,7 1,7 1 0,7 0,8 1,1 1,1 1,9 1,4 0,8 0,6 0,7 0,7 1,1 
22 1 1 0,8 0,6 0,3 1,4 1,4 1,5 1,2 1,4 1,9 1,4 1,2 0,8 1 1 0,8 0,6 0,3 1,4 
23 0,7 0,9 0,9 0,5 1,5 1,4 1,4 1,7 1,5 1,4 1,4 1,9 1,9 2,9 0,7 0,9 0,9 0,5 1,5 1,4 
24 1,6 1,2 1,7 1,5 0,7 0,8 0,4 0,6 1,7 1 1 1 1 1,6 1,6 1,2 1,7 1,5 0,7 0,8 
25 1,7 1,4 1,4 1,6 1 1 1,4 1,5 2 1 1,9 0,6 0,5 0,8 1,7 1,4 1,4 1,6 1 1 
Média Final = 1,1894 nm 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 0,38 0,45 1,05 0,95 1,30 0,67 1,05 0,76 1,10 0,57 0,96 1,15 0,76 1,31 1,63 1,71 1,44 1,44 2 1,34 
2 1,15 0,76 1,31 1,15 0,96 1 1,05 0,67 0,76 1,44 0,96 0,95 1,22 1,71 1,82 1,53 1,82 2,60 2,21 1,21 
3 1,91 0,97 1,52 1,52 1,42 1,66 1,62 1,86 1,37 1,87 0,57 2,52 0,57 1 1,53 2,11 2,00 1,24 1,34 2,30 
4 1,24 1,55 1,37 0,52 1,43 0,96 0,76 2,39 2,91 1,52 2,34 1,62 1,84 2,67 2,11 1,97 1,44 1,72 1,82 1,34 
5 1,21 2,10 1,43 1,90 2 1,34 1,81 2,39 2,39 2,58 2,34 2,34 1,40 2,30 1,42 1,12 1,45 1,80 1,32 2,00 
6 2,20 2 1,80 2,50 2,30 1,40 1,80 1,90 1,80 2,21 1,63 1,54 1,72 1,73 1,72 1,85 1,92 1,79 1,80 1,15 
7 1,34 1,86 2,02 2,20 1,15 1,44 0,87 1,24 1,32 1,45 2,30 2,40 1,63 2,42 1,92 1,80 1,82 1,72 1,72 1,24 
8 2,32 2,30 2,10 1,92 2,30 1,80 2,22 1,72 2,32 2,59 2,20 2,30 2,38 1,72 1,91 2,59 2,10 1,72 2,59 2,30 
9 1,86 1,95 2,40 1,44 1,63 2,20 2,78 1,78 1,65 1,92 2,11 1,22 2 1,63 1,73 1,63 1,63 1,63 1,72 2,90 
10 1,72 1,34 1,72 1,62 1,72 2 2,40 1,24 1,72 1,34 1,53 1,65 2 1,20 1,46 1,63 2,11 1,62 1,63 2,11 
11 1,82 2,40 2,59 2,20 2,49 1,72 1,96 1,81 1,63 0,96 1,72 0,95 1,44 1,15 1,44 1,34 1,63 2,59 1,82 1,82 
12 2,11 1,82 1,92 1,53 1,63 1,63 1,83 2 1,65 2,30 2 2,30 2,11 2,40 1,44 1,68 2,30 1,80 1,60 1,58 
13 2 2,30 2,30 2,40 2,40 2,68 2,87 2,22 2,49 1,97 1,97 1,72 1,43 2,59 2,34 1,15 1,82 2,00 2,26 2,30 
14 1,59 1,47 1,87 1,95 1,34 1,35 1,44 1,15 1,72 1,44 1,48 2 2,11 2,13 1,24 1,15 1,44 1,92 1,57 1,63 
15 2,49 2,30 1,72 2,49 1,82 2,49 1,53 1,72 1,85 2,11 2,49 1,88 1,68 2,30 2,40 2,30 1,80 1,59 2,00 1,86 
16 2,11 1,63 1,78 1,96 1,22 1,53 1,97 2,13 1,49 1,44 1,78 1,52 1,52 1,34 1,44 1,82 2,21 2,21 1,63 1,44 
17 1,35 1,59 1,63 2,11 1,24 2,30 1,44 1,63 1,24 1,63 1,63 1,62 1,58 1,63 1,84 1,72 1,82 1,96 1,25 1,24 
18 1,44 1,15 1,34 1,35 2,30 1,91 2,50 1,82 1,44 1,72 2 1,56 1,63 1,53 2,11 1,97 2,59 2,39 2,16 2,42 
19 2,41 2,59 2,40 1,44 1,72 1,69 1,63 1,24 1,53 1,53 1,52 1,53 1,78 1,79 1,72 1,86 1,94 1,95 1,40 1,42 
20 1,33 1,78 1,25 1,44 1,24 1,63 1,34 1,05 1,15 2,11 1,92 1,44 1,63 2 1,89 1,53 2,11 2,11 2,20 1,74 
21 1,72 1,63 1,82 1,24 1,82 2,11 2,49 2,11 2,01 1,95 1,98 1,76 1,78 2,35 1,63 2,30 2,00 1,91 1,72 1,34 
22 1,53 1,92 1,92 1,82 1,96 1,45 1,63 1,78 1,67 1,82 2,59 1,53 1,45 1,63 1,86 1,43 2,00 2,30 1,63 0,96 
23 1,53 1,82 1,44 2 2,10 2,40 2 2,11 1,72 1,46 1,43 1,72 1,92 1,05 2,40 2,30 1,92 2,53 1,65 2,30 
24 1,56 1,52 1,54 1,43 1,96 1,15 2,11 1,71 2,21 1,44 1,34 1,63 2,40 1,30 1,34 1,53 1,89 1,92 2,49 1,97 
25 2 1,88 2,01 2,01 1,82 1,56 1,65 1,94 1,59 1,54 1,99 1,24 1,25 1,72 1,15 1,56 2,15 2,20 1,72 1,44 
Média Final = 1,7597 nm 
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Tabela S3. Valores correspondentes ao espaçamento de 500 nanoparticulas de ouro com o ligante ácido 
mercaptoundecanóico (AuNP‘s-MUA) - software Digital Micrograph. 
 
Tabela S4. Valores correspondentes ao espaçamento de 500 nanoparticulas de ouro com o ligante ácido 




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 2,24 2,4 1,8 1,8 2,19 2,33 2,43 1,9 1,5 1,59 1,91 3,34 2,01 2,48 3,1 2,7 3 3 3,6 2,5 
2 2,9 2,43 2,48 2,2 2,62 2,48 2,95 2,62 1,86 2,33 1,95 1,43 1,52 1,57 2,5 3,3 3,5 2,8 2,3 2,8 
3 2,14 1,86 2,24 1,52 1,35 1,76 1,9 2,86 2,9 2,38 2,23 2,39 2,39 2,7 3,9 3,8 2,2 3,5 3,8 3,5 
4 1,91 2,39 2,54 2,23 2,54 2,7 2,39 2,55 2,39 2,89 2,55 2,23 2,71 2,39 2,4 2,3 2,3 2,1 2,4 3,7 
5 2,71 2,39 2,71 2,71 2,71 3,18 2,38 2,95 2,86 3,02 2,2 2,7 2,39 3,34 3 3,2 2,7 3,6 2,4 3,8 
6 2,86 2,54 2,39 2,97 2,07 1,91 1,75 1,91 2,23 2,39 3,02 2,55 3,02 3,66 1,86 1,36 2,48 2,14 3 2,7 
7 2,07 3,02 2,86 3,02 2,39 2,55 2,86 2,54 2,54 2,86 2 2,87 2,39 3,18 3,02 1,75 2,07 2,39 1,93 1,75 
8 2,07 2,87 2,71 3,18 3,02 3,2 2,23 2,86 2,7 2,44 2,86 2,86 3,18 2,39 2,71 3,02 3,34 2,55 2,07 2,55 
9 3,02 3,02 2,38 2,86 3,66 2,55 3,5 2,86 3,2 2,86 3,66 3,34 2,7 3 3,8 2,23 2,02 2,39 1,75 1,71 
10 3,18 2,55 2,86 2,55 2,39 3,19 2,7 2,29 2,29 2 2,8 2 1,9 1,9 2,23 1,71 2,07 2,5 2,7 1,75 
11 3 2,9 2,43 3,33 3,19 2,52 2,52 2,5 1,8 3,2 2,4 2,52 3,15 2,8 1,91 2,39 2,07 3,02 2,7 2,07 
12 2 3,2 2,24 2,29 2,38 3,2 2,4 2,7 3,57 3,72 3,8 3,6 3,34 3,9 2,5 3 3,4 3,2 3,2 3,5 
13 3,4 3,4 3 2,5 2,5 1,9 4,1 4,1 3,5 3,5 3,5 3,2 3,2 3,5 3,2 3,3 3 3,7 3,2 3,2 
14 2,3 2,8 2,4 2,4 2,8 2,1 2,1 2,1 2,1 2,2 2,4 2,4 2,9 2,7 4,2 4,1 2 2,3 2,4 2,9 
15 2,6 3 2,8 3 3,3 3,2 3,4 2,9 3 3,2 3,2 3,9 3,4 3,7 3,4 3,8 3,8 2,8 2,1 2,3 
16 3,6 3,6 2,6 3,2 3,4 3,3 3,4 3,3 3,3 2,3 4 3,4 2,6 2,8 3,2 3,2 3 2,6 3,4 3,2 
17 2,4 2,6 3,5 2,4 2,3 2,2 2,3 3,1 2,8 3,8 2,6 3,2 3,3 3,3 2,7 2,86 2,23 2,54 2,7 1,91 
18 2,8 3,7 3,1 2,7 2,7 1,9 3,4 3,9 3,6 3,4 3,4 3,5 3,9 3,2 2,23 2,07 3,34 2,54 1,91 1,91 
19 3,3 3 2,8 3,5 3,3 3,8 2,4 2 2,7 2 2,2 2,7 2,4 2 3,02 3,34 2,7 2,23 2,07 2,54 
20 1,7 2,4 2,1 2,1 2,2 2,1 2,8 2,4 2,7 2,7 3,2 2,8 2,8 2,4 1,91 2,7 2,07 2,39 1,91 2,55 
21 2,4 1,9 1,9 3,5 3,3 3,5 2,4 2,3 2,3 2,8 3,2 2,7 2,4 2,4 2,23 1,75 1,59 2,23 2,23 2,7 
22 3 3,3 3,5 2,8 3,3 3 3 2,7 3,3 2,7 2,8 3,2 3,2 3,4 2,5 3 3,4 3,2 3,2 3,5 
23 3,4 3,3 3,5 3,9 3,5 3,6 3,9 2 2,4 2,4 2,1 3,9 3,5 3,2 3,5 3,3 1,9 2,7 2,07 1,91 
24 2,9 3 4 3,5 4 3,5 4,2 3,8 2,1 2,4 2,2 2,5 3,2 3,9 3,1 3,9 1,79 2,91 2,54 2,38 
25 3,9 3,6 3,3 3,4 2,7 2,7 2,4 2,6 2,3 3,5 3,3 2,4 2,8 3,2 2,3 1,9 2,23 3,19 1,91 3,34 
Média Final = 2,7479 nm 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 4,7 4,9 2,8 3 4,4 3,6 3,2 3,2 4,4 3,6 4,4 3,2 4,5 3 3 4,8 3,2 3,2 3,1 3,6 
2 5 2,4 2,8 2,9 2,4 3 3,5 4,6 3,5 3,8 4,6 3,8 4,2 3,2 2,1 2,1 2,5 2,5 3,33 3,7 
3 3,4 3,1 3,4 3,8 3,6 3,2 3,2 5,5 5,3 4,6 3,8 4,3 4,2 4,3 3,7 3,7 3,8 4,1 4 4,1 
4 3,5 4 3,2 3,8 3,8 3,8 3,9 3,4 4 4,9 3,2 3,1 4,3 4,2 3,7 3,7 3,8 2,2 2 2,5 
5 3,8 4,4 2,9 2,9 3,5 3,2 3,8 2,6 3,5 3,2 3,7 5,7 5,9 5,8 2,5 1,9 4,46 5,09 5,41 5,09 
6 5,5 5,1 5,3 4,4 3,8 3,5 4,4 4,3 3,3 3,5 3,9 3,9 3,4 2,8 3,98 3,45 3,66 3,02 3,33 3,34 
7 3,4 3,6 4,1 4,5 4,5 3,8 4,4 3,2 3,5 4,1 3,5 4,7 4,4 4,4 2,54 3,35 2,86 2,86 2,86 2,39 
8 5,7 4,2 4,4 4,4 4,4 5,8 3,1 3,5 3,5 4,9 4,6 4,7 4,2 3,7 2,71 2,71 3,34 3,66 3,34 5,25 
9 2,7 2,7 2,4 3,3 3,3 3,2 3 2,9 2,6 2,8 3,4 3,2 3,4 3,3 4,13 3,02 3,97 2,71 2,86 3,34 
10 2,6 2,8 3,2 3,5 2,6 2,4 3,15 4,6 2,5 2,9 2,8 3,6 3,8 4,1 2,7 3,34 2,39 2,54 5,25 2,23 
11 4,1 3,1 4,4 4,9 4 2,2 2,19 2,4 2,6 2,4 3,8 5 3,4 2,8 3,02 3,5 4,3 3,8 2,55 3,34 
12 2,6 3,6 4,1 5,5 4,2 4,7 3,7 3,9 3,9 3,2 3,6 3,7 3,4 2,8 4,2 3,3 3 3,4 2,2 2,8 
13 4,1 2,5 2,1 2,9 2,2 3,4 4,2 3 3 2,3 2,4 4,1 3 3,3 2,4 3 2,5 2,8 3,9 3 
14 3,8 3,7 3,3 3,4 3,7 4,3 4,9 3,8 4,4 3,2 2,9 2,9 1,9 3,2 2,9 3,5 3,9 3,4 2,6 2,8 
15 3,3 2,7 5,5 4,3 3,2 3,8 3,8 4,2 4,2 3,2 3,2 3,2 2,8 2,4 3 2,2 3 2,2 2,8 3,3 
16 3,2 2,7 3 2,4 3,8 3 3,4 4 3,5 4,9 4,6 4,14 3,8 3,8 2,73 3,34 4,13 4,13 4,45 3,82 
17 5 4,9 4,9 4,7 3,6 3,2 3,8 3 3,2 4 3,2 3,8 3,8 3,7 3,82 3,34 4,77 4,13 4,13 4,45 
18 2,4 3 3,8 2,87 3,4 3,3 3,6 3 3,2 3 3,9 3,6 3,9 3,9 2,39 1,39 2,87 3,34 2,7 4,45 
19 4,1 3,8 4,2 3,2 2,5 3,5 3,8 4,8 4,4 3,3 3,7 3,6 3,5 3,1 5,25 4,3 3,34 3,66 4,14 4,93 
20 3,2 3,2 3,2 3,1 2,8 2,8 3 3 3,5 3,8 4,2 4,3 3,9 3,8 2,7 3,02 3,5 3,34 3,66 2,39 
21 3,8 3,9 4,1 2,8 2,7 3,7 3 2,5 3,3 3,8 3,8 4,9 4,2 4,2 2,23 3,02 2,86 3,02 2,7 2,7 
22 3,8 3,8 4,1 3,2 3 3,8 3,2 3,8 3,8 3,9 4,3 4,4 5,2 3,3 3,3 3,2 2,7 2,6 3,66 2,71 
23 3,1 3,1 3 4,1 4,9 3,1 3,8 4,3 4,7 2,4 2,6 4,1 4,2 4,1 3,4 3,1 4,65 3,5 3,34 3,5 
24 4,6 4,9 3,9 3,5 3,2 4,9 4,2 3,8 4,9 5,2 4,5 2,5 4,2 4,1 3,3 3,6 3,34 2,38 2,7 2,95 
25 5,1 4,9 4,1 5,1 4,9 4,1 4,6 1,7 2 2,7 2,5 3 3,8 3,4 3,82 3,17 3,39 3,2 4 3,34 




Nanopartículas de ouro com superfície modificada: efeito do comprimento do ligante 
na estabilidade coloidal e na interação com proteínas  
 
Resumo 
Nanomateriais com superfície modificada tem sido bem estabelecidos para o acoplamento 
de biomoléculas para uma infinidade de aplicações em nanobiotecnologia. Vários estudos 
têm levantado a hipótese de que a espessura da monocamada pode ser responsável por 
propriedades importantes, tais como eficiência de conjugação, solubilidade, 
reconhecimento celular, resposta imune e entrega de drogas. No entanto, poucos são os 
relatos que relacionam a espessura da camada no sucesso da bioconjugação e com a 
estabilidade desses sistemas. Neste trabalho nós investigamos minuciosamente o sucesso 
da funcionalização com monocamadas de ligantes mercaptocarboxílicos e a dependência 
da estabilidade desses nanoconjugados em diferentes condições. Além disso, otimizamos 
uma rota de bioconjugação utilizando proteína sérica bovina (BSA) como um modelo de 
proteína. Nossos resultados abrem novas perspectivas no entendimento da influência da 
espessura das monocamadas na geração de nanobioconjugados reprodutíveis e estáveis 











A utilização de biomoléculas com nanomateriais tem sido explorada por uma infinidade de 
aplicações em nanotecnologia [1-10] e tem colaborado sobremaneira para o 
desenvolvimento de plataformas para tecnologias de diagnósticos e terapias da próxima 
geração [11]. As proteínas são uma das classes mais importantes de agentes biológicos 
para serem combinados com nanomateriais e tem sido amplamente utilizada como modelo, 
visto que suas características estruturais fornecem uma série de opções para a modificação 
e conjugação. Para o estabelecimento de nanobioconjugados confiáveis e reprodutíveis, a 
compreensão desta interface (nano-bio) e o entendimento de como as nanopartículas 
(NP‘s) interagem e se comportam em sistemas biológicos são fundamentais [12,13].  
Estudos tem evidenciado que o comprimento da cadeia do ligante determina as 
propriedades interfaciais [14,15], como a interação de partículas com as membranas 
celulares [16-18], a solubilidade e o reconhecimento molecular [19,20]. Além disso, há um 
consenso que a superfície química do ligante da partícula determina a maioria das 
propriedades relacionadas a esta interface [6].  Nanopartículas com superfície modificada 
são geralmente conhecidas como Monocamadas Auto Organizadas (SAMs, do inglês Self-
Assembled Monolayers) [21]. Embora muitos trabalhos tenham reportado sobre o estudo 
de SAMs, poucas investigações incluíram uma abordagem biológica, levando em conta a 
estabilidade em diferentes condições de pH, força iônica e a influência do comprimento da 
cadeia dos ligantes na bioconjugação. 
A conjugação com proteínas normalmente envolve o uso de SAMs, visto que a interação 
eletrostática apresenta várias deficiências como a necessidade de altas concentrações de 
proteína, orientação aleatória, desnaturação e uma fraca reprodutibilidade [21-23]. Para 
aplicações biológicas, o acoplamento covalente apresenta a vantagem de manter a estrutura 
terciária da proteína e de minimizar possíveis efeitos negativos sobre as propriedades após 
a conjugação [21,24]. O método mais utilizado e o mais popular envolve a utilização de 
um agente de ligação cruzada de comprimento zero, EDC (1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) 
carbodiimida) e o NHS (N-Hidroxisuccinamida), para a formação de ligações  amida entre 
grupos carboxílicos dos ligantes e as aminas primárias das proteínas [25]. Apesar de esta 
abordagem ser utilizada em um grande número de publicações como estratégia de ligação, 
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a maioria dos trabalhos não leva a uma compreensão abrangente das etapas de 
acoplamento na eficiência de conjugação [14,16-18,25].  
Neste trabalho, nós investigamos a influência da espessura de monocamadas na 
estabilidade coloidal (pH e força iônica) e a influência do espaçamento na bioconjugação, 
utilizando a proteína sérica bovina (BSA) como modelo.  UV-Vis, Plasma indutivamente 
acoplado a um espectrômetro de massas (ICP-MS), Microscopia Eletrônica de 
Transmissão (MET), Espectometria de Energia Dispersiva de Raios-x (EDS) e 
Difratometria de raios-x (XRD) foram utilizados para caracterização das AuNP‘s. DLS, 
Infra-vermelho (FTIR), Espalhamento Raman e MET foram utilizados para o estudo da 
formação das monocamadas e um parâmetro de floculação foi adotado para avaliar a 
estabilidade coloidal em diferentes condições. Uma otimização da bioconjugação foi 
realizada avaliando a razão molar EDC/NHS no acoplamento covalente e o rendimento 





Para a síntese de AuNP‘s utilizou-se o Ácido Tetracloroáurico (G4022) e Citrato 
Trissódico (PHR1416). Para as etapas de funcionalização foram utilizados o 16-Ácido 
mercaptohexadecanóico (448303), 11-Ácido mercaptoundecanóico (447528), Ácido 
mercaptopropiônico (M5801), N-hidroxisuccinamida (NHS) (130672), 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (E6383) e proteína sérica bovina (BSA) 
liofilizada (05470). Todos estes reagentes utilizados foram de pureza analítica e adquiridos 
pela Sigma Aldrich. Para higienização das vidrarias foi utilizada água régia (HCl 3: 1 
HNO3) preparada a fresco e usada dentro de 1 hora.  
2.2 INSTRUMENTOS 
As propriedades ópticas foram avaliadas por espectrofotometria de UV-vis (FEMTO 800 
XI). O tamanho e morfologia das nanopartículas de ouro foram examinados por MET 
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utilizando um microscópio da JEOL, modelo JEM1400 operado a 120KV com filamento 
de hexaboreto de lantânio (LAB6). A composição elementar foi confirmada por Energia 
dispersiva de raios-x (EDS) usando detector Oxford Instruments X-max acoplado a um 
MEV da ZEISS modelo EVO MA10 operado a 30 kV com filamento de tungstênio. A 
natureza cristalina das AuNP‘s foi confirmada por difratometria de raios-x (DRX) usando 
o Difratômetro D8 – ADVANCE (BRUKER – AXS). A concentração total de 
nanopartículas foi determinada usando plasma indutivamente acoplado a um espectrômetro 
de massas (ICP-MS) da Perkin Elmer modelo Optima 7000, USA. A confirmação da 
funcionalização dos ligantes foi investigada pela absorção na região do Infravermelho (FT-
MIR FTLA 2000 Bomem), espectroscopia Raman (ALPHA 300R Raman Spectrometer), 
espalhamento dinâmico de luz (DLS) e potencial zeta (NPA152 Zetatrac, Microtrac 
Instruments, York, USA).  O detector de fluorescência da Varioskan Flash (Thermo 
Scientific) foi utilizado para determinação das proteínas totais (excitação em 280 nm e com 
varredura da emissão de 300 a 500 nm). A centrífuga MiniSpin (Eppendorf) foi utilizada 
nas etapas de separação. A água ultrapura para todos os ensaios e preparos de solução foi 
obtida pelo sistema de ultrapurificação EASYpure II® Thermo Scientific. 
2.3 SOFTWARES 
O Origin Pro 8.5 versão livre e GraphPad Prism versão 6.01 foram utilizados para a 
elaboração dos gráficos de UV-Vis, IR e Raman, bem como para a análise estatística. O 
Software Chemdraw Prime (cortesia Perkin Elmer) foi utilizado para ilustração das 
estruturas químicas e o software Image J versão livre foi utilizado na quantificação da 
razão de aspecto das AuNP‘s nas imagens obtidas por MET.  
2.4 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS AuNP‘s 
A síntese foi realizada de acordo otimização realizada para controle de tamanho 
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa [26]. Resumidamente, 15 mL de HAuCl4 a 
2,5x10
-4 
M reagiram por 15 minutos com 1mL de citrato de sódio 1% a 100ºC sob refluxo. 
Após este tempo, o coloide foi resfriado em banho de gelo e depois submetido a 
centrifugação seguida por 3 lavagens para remoção das substâncias que não reagiram. A 
avaliação das condições ótimas (tempo x rotação) de centrifugação para evitar perda de 
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material foi realizada e pode ser verificada em detalhes no Material suplementar (Fig. S1e 
Tab. S1). O material foi então caracterizado por UV-Vis, MET, EDS e XRD e ICP-MS.  
 
2.5 MODIFICAÇÃO DA SUPERFÍCIE COM OS LIGANTES 
Os espaçadores utilizados neste estudo foram o ácido mercaptopropanóico (MPA), ácido 
mercaptoundecanóico (MUA) e ácido mercaptohexadecanóico (MHA), com comprimento 
do espaçador de 3, 11 e 16 átomos de carbono respectivamente entre o grupo COOH e SH. 
Para a funcionalização das AuNP‘s, 100 µL de 10 mM em etanol de cada um dos ligantes 
foram adicionados a 1 ml de solução de nanopartículas de ouro durante 100h a 800rpm em 
temperatura ambiente (25ºC). Uma amostra sem os ligantes foi utilizada para servir de 
controle e avaliar as interações não covalentes com a proteína. Uma visão geral sobre os 
ligantes utilizados é dado na Tabela 1. As nanopartículas modificadas foram lavadas 3 × 
por centrifugação (16.873 g, 20 min) sendo depois ressuspendidas em água ultrapura. Para 
caracterização desta etapa o material foi caracterizado por UV-Vis, IR, Raman, MET, 
Potencial Zeta e DLS. 
 Tabela 1. Dados dos ligantes com grupamento tiol utilizados como espaçadores para reações de 
acoplamento.  
*O comprimento do ligante foi determinado pelo número de átomos da cadeia carbônica entre os grupos SH 
e COOH terminal. 
 
2.6 ACOPLAMENTO DE PROTEÍNAS (BSA) 
Para os ensaios de bioconjugação foram utilizados os agentes de comprimento zero (zero-
length crosslinkers), que são reagentes que promovem a ligação entre duas moléculas, sem 
formar um composto adicional entre os dois sistemas [12]. Dentre eles, os mais 
empregados em processos de bioconjugação são as carbodiimidas. Esses compostos 









Sem ligantes S/L - - - 0 
Ácido Mercaptopropiônico MPA 
 










HSC15H30COOH 288,49 16 
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pertencem a uma classe de reagentes   que são capazes de promover a ativação de 
grupamentos carboxilatos ou fosfatos, os quais podem interagir com aminas primárias 
presentes em inúmeros compostos de origem biológica. A estratégia adotada neste trabalho 
envolve o estudo do acoplamento covalente de proteínas na superfície das AuNP‘s, 
utilizando o emprego de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e o grupo 
intermediário estabilizador N-hidroxissuccinimida (NHS), amplamente conhecidos como 
protocolo EDC/NHS  para reações de acoplamento de SAMs com biomoléculas [27,28].  
A bioconjugação foi realizada mediante a otimização do método utilizando o EDC/NHS. 
Para ajustar a melhor condição de acoplamento, foram realizados ensaios com diferentes 
concentrações dos reagentes envolvidos utilizando as seguintes razões molares 
(EDC:NHS),  1:0, 1:1, 1:1,5, 1:2, 1:3 e 1:4. Assim, foi adicionado em 100 µL das 
nanopartículas com a superfície modificada com os ligantes (MPA, MUA e MHA), 100 µL 
de EDC (aq.) por 30 minutos e em seguida adicionou-se 100 µL de uma solução aquosa de 
NHS (aq.) na proporção molar previamente estabelecida e deixou a mistura sob agitação 
orbital por 30 minutos a 150 rpm. Após este período 100 µL da proteína (BSA, 15uM) foi 
inserida no sistema deixando reagir por 30 minutos. A Albumina Sérica Bovina foi 
imobilizada através dos seus grupos amino, formando uma ligação amida com ácido 
carboxílico previamente ativado (EDC/NHS). Depois de decorrido o tempo necessário (30 
min), a proteína não ligada foi removida por centrifugação e dosada por fluorescência. A 
quantidade de proteína ligada às nanopartículas foi calculada pela subtração da 
concentração inicial menos a proteína livre detectada no sobrenadante. 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS AuNP‘s 
AuNP‘s de tamanho controlado foram sintetizadas de acordo descrito na seção de 
metodologia utilizando o HAuCl4 reduzido com o citrato de sódio. O coloide metálico foi 
caracterizado por UV-Vis, XRD, MET, EDS e ICP-MS. Os resultados podem ser 
verificados na Figura 1. A fim de determinar a forma predominante do coloide sintetizado, 
o cálculo para determinação da Razão de aspecto também é apresentado juntamente com o 
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histograma da contagem de 500 partículas nas imagens de MET realizadas pelo software 




     
Figura 1. Espectroscopia de absorção UV-Visível para o coloide de ouro sintetizado mostrando o pico 
plasmônico característico em 522 nm (A); Composição elementar realizada por EDS (B); Padrão de difração 
de raios-x (C); Histograma mostrando a distribuição gaussiana de diâmetro e a razão de aspecto (RA) de 500 
partículas obtidas por imagens feitas de microscopia eletrônica de transmissão (D); Imagens obtidas por 
microscopia eletrônica de transmissão (E-I) em diferentes magnificações mostrando o tamanho e a 
distribuição das nanopartículas sintetizadas. Scale bar 100 nm (E e F) e 10 nm (G-I).  
O pico plasmônico característico em 522 foi observado pela análise de UV-visível e a 
largura de banda estreita indica a monodispersividade das AuNP‘s sintetizadas, assim 
como no histograma de tamanhos obtidos com as imagens de MET. A característica 
esférica predominante também pode ser verificada nas imagens de MET juntamente com 
os dados da razão de aspecto (RA). A RA é calculada dividindo o diâmetro maior pelo 










indicam formas mais alongadas e não esféricas. O detalhamento do cálculo da razão de 
aspecto pode ser verificado no material suplementar (Fig. S2 e S3). 
A natureza cristalina das AuNP‘s foi confirmada por análise de DRX. Os quatro picos de 
difração intensos foram observados a 2Ө, sendo os valores encontrados de 38,31 °, 44,45 °, 
64,64 ° e 77,73 °, correspondente ao (111), (200), (220), e (311) de reflexão do ouro 
metálico cristalino, respectivamente. Um forte pico de difração (111) sugere que este 
padrão é a orientação predominante de AuNP‘s. A concentração foi determinada por ICP-
MS e os resultados foram de 27,4 mg/L de Au. 
3.2 MODIFICAÇÃO DA SUPERFÍCIE COM OS LIGANTES 
A funcionalização das AuNP‘s foi realizada com ligantes mercaptocarboxílicos, conforme 
Tabela 1 na seção de metodologia. O detalhe da ligação dativa envolvendo o grupamento 
tiol-ouro para este tipo de funcionalização pode ser visto na ilustração apresentada na 
Figura 2. AuNP‘s são estabilizadas por repulsão eletrostática dos íons carboxílicos do 
citrato carregados negativamente e adsorvidos na sua superfície. Esta camada pode ser 
facilmente substituída por ligantes com uma afinidade de ligação mais forte, tal como, por 
exemplo tióis [29,30]. Assim, num segundo passo, as moléculas de citrato foram 
substituídas pelos ligantes mercaptocarboxílicos (MPA, MUA e MHA). Esses ligantes dão 
acesso à novas medidas de funcionalização na periferia do ligante. Uma extremidade (SH) 
se liga à superfície e dá estabilidade à partícula enquanto a outra extremidade (COOH) está 
exposta à solução. Por um lado, uma nova ligação entre Au e S com alta afinidade é 
construída por transferência, assegurando uma substituição completa de citrato devido às 
fortes afinidades de ligação. Por outro lado, o ácido carboxílico livre pode servir como uma 
âncora para as outras reações de acoplamento com aminas. Além disso, a cadeia alquil 
longa proporciona flexibilidade suficiente para que a porção ativa possa interagir com o 




Figura 2. Esquema representativo mostrando a funcionalização de uma nanopartícula de ouro com um 
ligante mercaptocarboxílico, nesse caso, o ácido mercaptoundecanóico com grupos SH e COOH em cada 
uma das extremidades.  
As informações físicas do fenômeno de coordenação dos ligantes podem ser entendidas e 
explicadas pelos diferentes tamanhos dos mesmos. Por esse motivo, técnicas tradicionais 
como a espectrometria da região do visível, consiste numa ferramenta importante para 
melhor compreender o sistema de coordenação com os diferentes ligantes. A 
espectroscopia de absorção óptica é uma técnica de fácil acesso e rotineiramente utilizada 
na análise de funcionalização de coloides metálicos. Isto porque há um ligeiro 
deslocamento do comprimento de onda para a direita no espectro, na medida em que as 
moléculas interagem com a superfície do metal. Esse deslocamento é consistente com 
modelos que preveem pequenos desvios da banda de absorção de plasmons de superfície 
sobre a formação de camadas dielétricas [29-32]. Particularmente em ambientes 
biológicos, ligantes tiolados são geralmente recomendados, uma vez que podem ficar 
estavelmente adsorvidos na superfície metálica por longos períodos [33], provavelmente 
devido à força da ligação Au-S e à elevada densidade de adsorção dos ligantes [34]. 
A Figura 3 apresenta o espectro de absorção do coloide de ouro sintetizado e 
funcionalizado com os três espaçadores conforme apresentado na Tabela 1.  São notados 
desvios do pico de plasmons de superfície de 522-523nm para AuNP‘s-MPA, 522-525nm 
para AuNP‘s – MUA e 522-527nm para AuNP‘s-MHA. Tais alterações ocorrem devido o 
aumento da esfera de coordenação e a alteração na disponibilidade de carga dos ligantes 
selecionados. Deve-se destacar que todos os ligantes usados apresentam o átomo de 
enxofre como ponto de ligação com as nanopartículas de ouro. Desse modo, a extensão do 
ligante será o principal componente que modifica o efeito da ressonância de plasmons de 
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superfície localizada. Além dos desvios observados, pôde se verificar também que não 
houve agregação de partículas, pois o espectro de absorção não foi ampliado em 
comprimentos de onda próximos a região de 700 nm, indicando uma funcionalização bem-
sucedida.
 
Figura 3. Espectroscopia de absorção UV/Vis normalizada de AuNP‘s funcionalizadas 
com ácido mercaptopropanóico (MPA), ácido mercaptoundecanóico (MUA) e ácido 
mercaptohexadecanóico (MHA) após 100 horas de agitação (800rpm). O espectro de 
absorção das AuNP‘s utilizadas como controle é apresentado em preto; AuNP‘s-MPA 
(vermelho); AuNP‘s-MUA (azul) e AuNP‘s-MHA (verde). O detalhe na figura apresenta o 
deslocamento da banda em cada um dos ligantes. AuNP‘s-MPA (1,0 nm); AuNP‘s-MUA 
(3 nm); AuNP‘s-MHA (5nm). 
A dependência do deslocamento da ressonância plasmônica de superfície localizada 
(LSPR) em relação ao comprimento da cadeia dos ligantes também foi estudada em 
detalhe. A Tabela 2 lista os valores do comprimento de onda (λ) máximo para AuNP‘s, 
antes e após modificação com os ligantes e a dependência do deslocamento LSPR (Δλ) em 
função do comprimento da cadeia (X) dos ligantes é ilustrado na Figura 4. A regressão 
obtida evidencia o efeito da espessura da monocamada (ambiente dielétrico local) e da 
quimiossorção Au-S na LSPR. É possível verificar que a LSPR desloca para o vermelho 
0,3 nm para cada átomo de carbono do espaçador utilizado. Uma vez que o índice de 
refracção de todos os ligantes puros usados neste trabalho apresenta baixa variação, a 
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dependência linear do comprimento da cadeia pode ser atribuída ao aumento da espessura 
da monocamada. A dependência linear do comprimento de onda em relação à espessura 
das monocamadas também foi evidenciada por outros autores [35], investigando 
monocamadas em nanopartículas de prata, porém com um maior deslocamento por 
carbono da cadeia. 
 Tabela 2. Dados do deslocamento do comprimento de onda máximo da absorção 
de AuNP‘s modificado com alcanotiós (SAMs) de vários comprimentos de cadeia.   
AuNP’s + Sigla 
do Ligante  




Δλ max(nm)  
AuNP‘s  AuNP‘s sem ligantes C0  522  522  0  
AuNP‘s -MPA  ÁcidoMercaptopropiônico  C3  522  523  1  
AuNP‘s-MUA  ÁcidoMercaptoundecanóico  C11  522  525  3  




Figura 4. Dependência do comprimento da cadeia no deslocamento de pico espectral LSPR.  
 
  
A substituição das moléculas estabilizadoras de citrato pelos ligantes com grupamentos 
tióis foi confirmada por espectroscopia na região do Infravermelho tal como é indicado no 
espectro da Figura 5. Obteve-se o espectro de FTIR de cada ligante puro e após a 
funcionalização das AuNP‘s,  para comparação dos espectros obtidos. A presença de 
moléculas orgânicas ligadas à superfície das nanopartículas foi confirmada, visto que os 
picos de vibração são observados na região que se estende do grupo C-H em torno de 2900 
cm
-1 
para os ligantes MUA e MHA. Este espectro mostra picos em 2910 e 2840 cm
-1
 que 
são característicos da presença de vibrações de alongamento assimétricas e simétricas de –
CH. Estas vibrações estão associadas a cadeia carbônica introduzida pela funcionalização 
da superfície das nanopartículas com os ligantes [36]. Na amostra com MPA, uma banda é 
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verificada em torno de 1390 cm
-1
, que é atribuída a deformação axial dos grupos C-H 
alifáticos, conforme anteriormente relatado por [37]. As bandas em torno de 1600 cm
-1
 são 
características de vibrações de flexão de estiramento do grupo hidroxila [37-39]. Os 
deslocamentos encontrados em torno destas bandas de absorção podem ser indicativos da 
coordenação do ligante ao íon metálico. A larga banda encontrada entre 3000 e 3400 cm
-1 
está relacionada com as vibrações de alongamento O-H [40], podendo ser atribuída à 
presença de água pela desidratação incompleta da amostra.  
 
Figura 5. Espectro de Infra-Vermelho de nanopartículas metálicas funcionalizadas com os ligantes após 100 
horas de agitação (800 rpm). Na cor preta é mostrado o ligante como controle e na cor azul é o espectro das 
AuNP‘s após a funcionalização. MPA – ácido mercapopropanóico; MUA – ácido mercaptoundecanóico e 
MHA – ácido mercaptohexadecanóico.  
Para confirmar a funcionalização das AuNP‘s, as amostras com e sem ligantes foram 
investigadas por espalhamento Raman. A Figura 6 traz os espectros de Raman de AuNP‘s 
e AuNP‘s modificadas pelo grupamento tiol dos ligantes utilizados. Os comprimentos de 
onda relacionados à posição dos grupos carboxílicos (1358 e 1571 cm
-1
) são referentes à 
vibrações de alongamento assimétricas e simétricas (COO 
-1
), respectivamente 
[32]. Embora possa identificá-los em nossa amostra com AuNP‘s controle, o primeiro pico 
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está faltando no espectro das nossas AuNP‘s expostas aos ligantes tiolados. Este fato 
sugere que os íons sulfeto substituíram parte da cadeia de íons citrato na coordenação de 
AuNP‘s, criando uma espécie de camada de revestimento em torno delas. Também se 
observa um pico em torno de 1106 cm
-1
 no espectro de Raman de AuNP‘s funcionalizadas, 
o que pode indicar a presença de ligações S-C na amostra [41], os quais são visíveis devido 
ao espalhamento Raman amplificado de superfície (SERS). As maiores intensidades de 
fluorescência podem ser verificadas pelo mapa Raman em amarelo (Figuras 3B,3C,3D,3E), 
ponto interessante a ser analisado, pois mostrará com maior fidelidade as alterações na 
esfera de coordenação das nanopartículas. Os mapas do espalhamento Raman são 
complementares às medições feitas por TEM, e a formação de aglomerados em 3C e 3D 
pode ser devido a desidratação do material durante a secagem para análise no equipamento, 
já que este comportamento não foi observado na fase coloidal, avaliado por absorção 









    
Figura 6. Espectro Raman de AuNP‘s e os ligantes após 100 horas de agitação (800 rpm) e temperatura 
ambiente (25ºC). AuNP‘s controle sem ligantes (preto). AuNP‘s-MPA (vermelho); AuNP‘s-MUA (azul) e 
AuNP‘s-MHA (verde) (A);  Imagens de microscopia de força atômica (mapa Raman) para as nanopartículas 
de ouro controle – AuNP‘s (B); e AuNP‘s-SAMs: AuPs-MPA (C), AuNP‘s-MUA (D) e AuNP‘s-MHA (E).  
 
3.3 DETERMINAÇÃO DA ESPESSURA DAS MONOCAMADAS 
A fim de estudar os efeitos dos ligantes em um nível de investigação mais aprofundado, 
um método semi-quantitativo utilizando imagens obtidas de Microscopia eletrônica de 
transmissão (MET) foi elaborado, conforme mostrado em detalhes no artigo anterior [43]. 
Assim, a análise do espaçamento por MET forneceu uma estimativa da eficiência da 
funcionalização com espaçadores tiol de acordo com a distância entre as NP‘s.  A Figura 7 
abaixo apresenta a influência do comprimento da cadeia do ligante no espaçamento entre 
as partículas.  
A 




    
Figura 7. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão para as nanopartículas de ouro controle – 
AuNP‘s (A); e nanopartículas de ouro ligadas com os ligantes mercaptocarboílicos: AuPs-MPA (B), 
AuNP‘s-MUA (C) e AuNP‘s-MHA (D). Scale bar 10 nm 
 
O tamanho das nanopartículas também foi avaliado por DLS e nota-se um aumento em 
relação aos valores encontrados para TEM.  As imagens obtidas por TEM mostram apenas 
nanopartículas metálicas, visto que a parte orgânica não impede a transmissão dos elétrons. 
A técnica utilizando o DLS é dependente da superfície química e nesse caso, não só o 
metal, mas os íons carboxilatos, que estabilizam as AuNP‘s, influenciam os valores de 
diâmetro. Houve um ligeiro aumento do tamanho hidrodinâmico médio a medida que 
aumentava o comprimento da cadeia carbônica dos ligantes, como pode ser observado na 
Tabela 4, evidenciando uma funcionalização bem-sucedida. 
  
Tabela 4.  Valores referentes ao diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas com e sem ligantes obtidos por 




AuNP‘s – MPA 32,50 / 101,00 
AuNP‘s – MUA 32,70 
AuNP‘s – MHA 37,10 
 
 
3.4 DETERMINAÇÃO DA CARGA DE SUPERFÍCIE 
O estudo da carga de superfície dos nanomateriais pode justificar a estabilidade coloidal e, 
assim, evitar sua aglomeração. Na prática, a carga é muitas vezes quantificada em termos 
de potencial zeta (δ ou ZP) dado em mV. A equação de Poisson para campos elétricos 
A B D C 
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relaciona carga (C) e potencial elétrico (mV). No entanto, o potencial zeta pode não ser 
trivialmente convertido em densidades de carga de superfície, devido principalmente à 
geometria híbrida complexa das nanopartículas.  Considera-se que o potencial de superfície 
é o potencial elétrico da nuvem difusiva de contra-íons. A carga de superfície depende da 
forma na qual as NP‘s estão dispersas (por exemplo, a carga de superfície das NP‘s com 
ligantes carboxilo-terminais dependerá do pH devido ao equilíbrio -COOH ↔ -COO- + 
H
+
 ). Além disso, o comprimento da nuvem difusa de íons depende da concentração e da 
valência iónica, sendo o δ fortemente influenciado pelo meio circundante. 
A estabilidade coloidal das AuNP‘s funcionalizadas com os ligantes estudados neste 
trabalho, foi inicialmente confirmada através da medição do potencial zeta para estimar a 
carga sobre a superfície do metal, conforme pode ser observado na Figura 8. A análise 
revelou que a carga sobre a superfície das AuNP‘s diminuiu de +104,10 para +44,98 
utilizando o espaçador MPA, +92,42 usando o MUA e +64,19 com o MHA. A diminuição 
dos valores do δ confirmam a hipótese de que as moléculas foram ligadas na superfície das 
nanopartículas. De um modo geral, as nanopartículas com δ superior a 25 mV ou inferior a 
-25 mV foram relatadas como estáveis, por possuírem repulsão eletrostática suficiente para 
permanecerem estáveis em solução [42]. 
 
Figura 8. Medições da carga de superfície pelo potencial zeta para nanopartículas de ouro com diferentes 




3.5 ESTABILIDADE DAS AuNP‘S COM SUPERFÍCIE MODIFICADA  
Com a quimiossorção dos ligantes tiolados na superfície das AuNP‘s, há uma perda 
considerável das forças eletrostáticas que estabilizam o sistema devido a saída dos ânions 
carboxilatos do citrato adsorvidos a superfície metálica [44]. Sendo assim, após a formação 
da SAM‘s com ácido carboxílico terminal tem se especulado que o sistema fica mais 
vulnerável a agregação de partículas e esta desestabilização depende fortemente do pH do 
meio. Assim, o efeito do pH foi avaliado sobre as nanopartículas funcionalizadas com os 
ligantes utilizados neste trabalho. Esta estabilidade das AuNP‘s funcionalizadas é 
extremamente importante, pois a maioria dos ensaios de conjugação com biomoléculas 
envolve a alteração do pH do meio para atender o ponto isoelétrico (pI) da proteína ou pH 
de complexação da biomolécula de interesse. O experimento foi realizado utilizando as 
AuNP‘s sem ligantes e com os ligantes MPA, MUA e MHA nas faixas de pH de 3 a 10, 












Figura 9. Espectro de absorção mostrando o coloide de ouro com os ligantes em diferentes faixas de pH (3,0; 
5,0; 7,0; 9,0; 10,0) e o controle (sem alteração no pH do meio). AuNP‘s sem ligantes (A); AuNP‘s 
funcionalizadas com ácido mercaptopropanóico (MPA) (B); AuNP‘s funcionalizadas com ácido 
mercaptoundecanóico (MUA) (C); AuNP‘s funcionalizadas com ácido mercaptohexadecanóico (MHA) (D);  
 
A teoria de espalhamento de Mie evidencia que nanopartículas metálicas com raio menores 
do que o comprimento de onda da luz e dispersas num meio dielétrico absorvem 
fortemente a certos comprimentos de onda, devido a excitação da ressonância plasmônica 
de superfície [45,46]. Para o ouro coloidal num meio aquoso, isto ocorre em torno de 520 
nm. No entanto, se as partículas coloidais agregarem tal que a distância entre as esferas de 
agregação torne-se pequenas em comparação com o seu raio, ressonâncias adicionais 
ocorrerão em comprimentos de onda maiores do que partículas individuais [29]. Isto 
resulta em um deslocamento para o vermelho e um alargamento do espectro de absorção. 
Com base nesta observação, um "parâmetro de floculação" foi definido por Weisbecker 
[47] e mais tarde modificado por Maya [48] como a integral do espectro de absorção entre 
600 e 800 nm, como uma medida semi-quantitativa da agregação. Uma vez que a absorção 





partículas, o parâmetro de floculação aumenta com a extensão da agregação de partículas 
[47,48]. Na figura 10 abaixo é apresentado o parâmetro de floculação calculado em função 
do pH.  Para todos os ensaios as AuNP‘s sem os ligantes apresentaram-se estáveis em pH 
neutro, alcalino e ligeiramente ácido (pH>5). As AuNP‘s com superfície modificada 
apresentaram a mesma tendência, com exceção do ligante MPA que permaneceu estável 
em toda a faixa de pH avaliada (3 a 10), conforme evidenciado pelo parâmetro de 
floculação. A instabilidade apresentada pelos demais ligantes em pH < 5 pode ser 
explicada pelo fato de que o pKa do ácido carboxílico terminal é 4, assim, a repulsão 
eletrostática entre partículas nessa faixa de pH é reduzida [49]. 
 
Figura 10. Parâmetro de Floculação em relação ao pH do ouro coloidal com diferentes ligantes. 
Para ser útil para aplicações biológicas, AuNP‘s devem apresentar estabilidade não apenas 
numa larga faixa de pH, mas também ao longo de diferentes condições de força iónica 
[50]. Para avaliar esta estabilidade, as nanopartículas com a superfície modificada foram 
submetidas a diferentes concentrações de NaCl e tiveram seu espectro de absorção 
avaliado a fim de investigar a influência do comprimento dos ligantes em função da força 
iônica (Figura 11). As nanopartículas sem o uso de ligantes são estáveis até uma 
concentração de NaCl de 10mM a pH 7, sem qualquer alteração detectável no espectro de 
absorção.  A agregação induzida por NaCl ocorre a partir dos 5mM para os ligantes 
avaliados e é mais pronunciado em 10mM, como pode ser observado a partir da 
diminuição da absorbância a 522 nm e o aumento da absorbância a comprimentos de onda 





Figura 11. Espectro de absorção mostrando o coloide de ouro com os ligantes em diferentes concentrações 
de NaCl (0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 mM). AuNP‘s sem ligantes (A); AuNP‘s funcionalizadas com ácido 
mercaptopropanóico (MPA) (B); AuNP‘s funcionalizadas com ácido mercaptoundecanóico (MUA) (C); 
AuNP‘s funcionalizadas com ácido mercaptohexadecanóico (MHA) (D);  
O parâmetro de floculação também foi medido e a Figura 12 mostra o efeito do 
comprimento do ligante sobre a estabilidade do coloide metálico. Para o ligante de menor 
cadeia (MPA), o parâmetro de agregação aumenta a partir da concentração de 2,5mM de 
NaCl. Esta observação também pode ser atribuída para o ligante MUA que apresentou 
perfil semelhante no parâmetro de floculação, embora tenha tido um ligeiro aumento neste 
parâmetro. As AuNP‘s com o ligante de maior cadeia (MHA) apresentaram boa 
estabilidade e baixa agregação na maior concentração de NaCl avaliada neste estudo (10 
mM). De uma maneira geral, estes resultados sugerem uma correlação direta entre o 
comprimento da cadeia do ligante e a estabilidade das nanopartículas com superfície 
modificada. Outros autores [50] relataram influência direta do tamanho da cadeia de 






Figura 12. Parâmetro de Floculação em relação a concentração de sais no ouro coloidal com diferentes 
ligantes. 
 
3.6 OTIMIZAÇÃO DA REAÇÃO DE ACOPLAMENTO VIA EDC/NHS 
 
A figura 13 ilustra o esquema detalhado do acoplamento utilizando o EDC/NHS com as 
etapas para ativação do grupo funcional do ligante para a interação com a proteína de 
interesse. Resumidamente, o EDC foi utilizado para ativar AuNP‘s e permitir-lhes reagir 
facilmente com os grupamentos amina da proteína. O primeiro passo no mecanismo de 
ativação é a adição de um grupo OH do ácido carboxílico através de uma das ligações 
duplas do reagente carbodiimida, formando o intermediário O-acilureia. Em princípio, esse 
intermediário pode reagir diretamente com uma amina primária da proteína, mas esta 
reação sofre algumas limitações, tais como a baixa velocidade da reação, a susceptibilidade 
a hidrólise (tornando- instáveis e de curta duração em solução aquosa), além da produção 
de uma N-acilureia, que não é reativa [51]. A fim de competir de forma eficiente com a 
última reação e para fornecer uma maior estabilidade, o grupo abandonador NHS (N-
hidroxissuccinimida) foi utilizado, sendo capaz de reagir com a amina primária e auxiliar 
no acoplamento proteico na presença de EDC. A reação inclui a formação de um éster 
ativo do intermediário (o produto de condensação do grupo carboxílico e N- 
hidroxissuccinimida) que pode ainda reagir com um grupo amina da proteína formando 





Figura 13. Esquema dos principais caminhos que podem estar envolvidos no mecanismo de ativação de 
grupos COOH por acoplamento carbodiimida (EDC) assistida ou não por NHS.  
 
A eficiência do acoplamento utilizando EDC/NHS é normalmente baixa e sensível a 
variações de pH. Além disso, a estabilidade coloidal depende de um equilíbrio delicado de 
interações de atração e de repulsão, com isso, protocolos de acoplamento requerem um 
certo grau de otimização para não perder a estabilidade e alcançar a eficiência desejada. As 
condições ótimas reacionais podem variar de acordo com a composição, tamanho e forma 
do metal e devido a sua baixa estabilidade, vários estudos têm relatado diferentes 
concentrações do EDC/NHS para acoplamento de biomoléculas [27,28,52,53].  
Neste trabalho nós investigamos a razão molar ótima para a conjugação de proteínas 
usando a proteína sérica bovina (BSA) como modelo. Para esta otimização foi utilizado o 
ligante de cadeia intermediária (MUA) como padrão e a quantificação de proteínas totais 
foi realizada por fluorescência. Este método utiliza a fluorescência intrínseca da proteína, 
que pode ser atribuída à combinação da fluorescência dos aminoácidos triptofano, tirosina 
e fenilalanina presentes na cadeia proteica. A excitação foi realizada em 280 nm e a 
emissão foi varrida de 300 a 500 nm. O comprimento de onda de 350 nm foi utilizado para 






Figura 14. Espectro de emissão de fluorescência na detecção de BSA (A) para excitação em 280 nm e curva 
padrão obtida nas concentrações de 0,1 a 2 umol/L (B) e 2,5  a 60 nmol/L (B e C). 
A figura 15 apresenta a taxa de proteínas totais em função de cada razão molar EDC/NHS 
para a bioconjugação com BSA. A reação sem o uso do grupo estabilizador (NHS) também 
foi realizada (Razão molar EDC/NHS 1:0), já que alguns protocolos têm relatado este tipo 
de acoplamento. A razão molar ótima para este ensaio foi 1:1,5 (EDC/NHS). Houve uma 
diminuição da eficiência de conjugação com excesso da quantidade do grupo abandonador 
(NHS), que pode ser devido a competição com a proteína pelos grupos COOH ativados 
com EDC. 
 
Figura 15. Efeito da razão molar entre o ativador de ácido carboxílico (EDC) e o NHS (estabilizante) no 






Após o ensaio de otimização da reação de acoplamento, a bioconjugação foi realizada com 
todos os espaçadores (MPA, MUA e MHA) e também com as AuNP‘s sem ligantes a fim 
de determinar a eficiência da conjugação proteica apenas pela interação eletrostática. A 
figura 16 mostra os resultados de proteínas totais (µM) presentes na superfície das 
nanopartículas, com e sem a superfície modificada. Os dados apontam um aumento do 
número de proteínas à medida que há um aumento no comprimento do ligante. Este 
resultado já era esperado, visto que com o aumento do comprimento dos ligantes há um 
aumento da esfera de coordenação das nanopartículas, fazendo com que mais proteínas 
possam ser ancoradas na superfície covalentemente.  
 
 
Figura 16. Influência do comprimento do espaçador na imobilização e proteínas (BSA).  MPA, ácido 
mercaptopropiônico, comprimento do espaçador: 3 átomos de carbono; Ácido mercaptoundecanóico (MUA), 
comprimento do espaçador: 11 átomos de carbono;  MHA, ácido mercaptohexadecanóico, comprimento do 
espaçador: 16 átomos de carbono. 
 
4. CONCLUSÕES 
Neste estudo nós avaliamos o uso de ligantes mercaptocarboxílicos de diferentes 
comprimentos de cadeia e discutimos detalhadamente desde a sua funcionalização, 
utilizando técnicas padrão como UV-Vis, IR, Raman, DLS, ZP e TEM. Um estudo 
detalhado sobre a estabilidade em diferentes faixas de pH e força iônica foi realizado a fim 
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de identificar a condição ideal de trabalho para cada ligante. Os resultados apontaram que 
nem sempre um maior tamanho da cadeia confere maior estabilidade. O menor ligante 
avaliado (MPA) apresentou estabilidade numa faixa ampla de pH (3 a 10), no entanto a 
estabilidade relacionada a força iônica foi melhor para o ligante de maior comprimento de 
cadeia (MHA). Por fim, uma otimização utilizando os intermediários EDC/NHS foi 
realizada para conjugação com biomoléculas utilizando proteína sérica bovina (BSA) como 
modelo. Os dados apresentados apontam a influência do comprimento da cadeia nas etapas 
de acoplamento covalente e não covalente com nanomateriais. Nossos resultados abrem 
novas perspectivas no entendimento da influência da espessura das monocamadas na 
geração de nanobioconjugados reprodutíveis e estáveis para diversas aplicações. 
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6. MATERIAL SUPLEMENTAR  
Padronização do tempo e rotação de centrifugação do coloide metálico 
A fim de padronizar a velocidade e o tempo de rotação para evitar perda de material entre 
as lavagens das AuNP‘s nas etapas de acoplamento com os ligantes e de conjugação com 
proteínas, foi realizado uma otimização para determinação dos parâmetros de 
centrifugação. O material sintetizado de acordo procedimento descrito na seção de 
metodologia foi submetido a centrifugação em 86, 344, 2.152, 8.608 e 16.873 g por 5, 10 e 
20 minutos, tendo sido coletadas as frações superior (sobrenadante) e inferior (pellet) dos 
tubos. Este material foi analisado por absorção óptica (UV-Vis). O comprimento de onda 
máximo (λ máx) e a absorbância foram avaliados para escolha da melhor condição. Os 
resultados são mostrados na Tabela S1 e Figura S1. Apenas na velocidade de 14.000 rpm 
no tempo de 20 minutos não foi detectado nanopartículas metálicas na superfície. Assim, a 
velocidade de 14.000 rpm e o tempo de 20 minutos foram selecionados para todas as 
etapas que envolvem a lavagem dos nanomateriais sintetizados, visto que estas condições 
apresentaram menor absorbância para o sobrenadante e não apresentou agregação das 
partículas do pellet.  
Tabela S1. Valores obtidos pelo espectro de absorção UV-Vis para determinação do tempo e rotação ideal de 





λ máx Absorbância λ máx Absorbância 
Sobrenadante * Pellet ** 
1.000 
5 522 0,8347 522 0,8846 
10 522 0,8295 522 0,8487 
20 522 0,7844 522 0,8462 
2.000 
5 522 0,8455 522 0,8491 
10 521 0,8299 522 0,8546 
20 522 0,7696 522 0,9679 
5.000 
5 522 0,7457 522 0,9996 
10 521 0,6243 521 0,9996 
20 521 0,3208 523 0,9992 
10.000 
5 522 0,4619 521 0,9995 
10 521 0,1658 521 0,9996 
20 527 0,0108 521 0,9997 
14.000 
5 522 0,2011 522 0,9992 
10 525 0,0521 521 0,9995 
20 533 0,0042 524 0,9998 
*Fração 1 – Fração coletada na superfície do eppendorf após a centrifugação; 




   
  
Figura S1. Espectros de absorção UV/Vis de nanopartículas metálicas submetidas a diferentes condições de 
centrifugação: 1.000rpm (A); 2.000rpm (B), 5.000rpm (C); 10.000 rpm (D) e 14.000 rpm (E).  Linhas 
pontilhadas são referentes a fração superior (sobrenadante) após a centrifugação e linhas contínuas são 














Determinação da Distribuição e da Razão de Aspecto das AuNP’s 
Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) foram capturadas em diferentes 
ampliações para estudar a sua distribuição de tamanho. Como as AuNP‘s não são 
totalmente esféricas, a razão de aspecto foi determinada através da medição do diâmetro 
maior (DM) e do seu diâmetro perpendicular, sendo considerado como diâmetro menor 
(Dm) para cada nanopartículas metálica. A Figura S2 apresenta o esquema ilustrativo da 
influencia da razão de aspecto na forma das nanopartículas metálicas e a Equação S1 
mostra a fórmula para determinação da razão de aspecto. Exemplos de imagens que foram 
utilizadas para a determinação da distribuição e para a determinação da razão de aspecto 
são apresentados na Figura S3. 
 
Figura S2. Esquema apresentando a influência da razão de aspecto na esfericidade da partícula 
    
Dm
DM
Ra        (1) 
Eq. S1 - Ra – Razão de Aspecto; DM – Diâmetro Maior; Dm – Diâmetro menor 
 
Tabela S2. Valores correspondentes a razão de aspecto de 500 nanoparticulas metálicas obtidos diretamente 






1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 1,033 1,177 1,067 1,032 1,167 1,035 1,053 1,050 1,018 1,022 1,155 1,034 1,507 1,011 1,121 1,022 1,010 1,071 1,063 1,000 
2 1,125 1,108 1,020 1,056 1,195 1,055 1,008 1,048 1,025 1,066 1,024 1,050 1,068 1,049 1,069 1,196 1,052 1,001 1,032 1,090 
3 1,068 1,009 1,031 1,021 1,032 1,023 1,069 1,057 1,035 1,071 1,054 1,118 1,049 1,009 1,012 1,023 1,041 1,058 1,098 1,016 
4 1,050 1,059 1,106 1,094 1,007 1,116 1,192 1,018 1,024 1,122 1,045 1,090 1,099 1,209 1,194 1,018 1,000 1,108 1,073 1,100 
5 1,024 1,192 1,019 1,008 1,008 1,067 1,094 1,118 1,042 1,157 1,046 1,047 1,096 1,054 1,067 1,022 1,063 1,058 1,055 1,050 
6 1,049 1,036 1,052 1,062 1,088 1,043 1,032 1,022 1,061 1,092 1,086 1,037 1,103 1,043 1,137 1,016 1,068 1,119 1,087 1,068 
7 1,030 1,176 1,033 1,062 1,052 1,039 1,040 1,046 1,143 1,324 1,039 1,051 1,011 1,024 1,083 1,000 1,038 1,015 1,058 1,116 
8 1,057 1,088 1,038 1,133 1,833 1,025 1,009 1,015 1,173 1,154 1,230 1,017 1,070 1,026 1,123 1,036 1,105 1,121 1,030 1,032 
9 1,069 1,142 1,053 1,029 1,060 1,029 1,040 1,056 1,093 1,001 1,082 1,156 1,007 1,021 1,027 1,268 1,024 1,322 1,052 1,077 
10 1,049 1,034 1,088 1,050 1,300 1,242 1,009 1,045 1,090 1,040 1,063 1,086 1,011 1,038 1,055 1,024 1,057 1,020 1,119 1,076 
11 1,010 1,012 1,022 1,040 1,055 1,036 1,099 1,124 1,223 1,091 1,138 1,106 1,069 1,032 1,007 1,081 1,050 1,023 1,011 1,091 
12 1,048 1,024 1,013 1,025 1,063 1,083 1,065 1,017 1,083 1,046 1,030 1,242 1,033 1,078 1,000 1,083 1,017 1,239 1,104 1,069 
13 1,065 1,012 1,022 1,129 1,013 1,128 1,079 1,029 1,005 1,005 1,038 1,107 1,020 1,047 1,073 1,051 1,019 1,181 1,119 1,152 
14 1,118 1,039 1,057 1,089 1,089 1,076 1,012 1,073 1,070 1,085 1,018 1,031 1,116 1,118 1,095 1,073 1,030 1,026 1,143 1,024 
15 1,037 1,091 1,061 1,025 1,090 1,079 1,060 1,240 1,251 1,110 1,031 1,206 1,019 1,018 1,002 1,015 1,031 1,099 1,114 1,052 
16 1,064 1,099 1,085 1,007 1,035 1,042 1,008 1,028 1,099 1,023 1,120 1,032 1,006 1,046 1,150 1,041 1,052 1,030 1,008 1,005 
17 1,057 1,075 1,037 1,060 1,065 1,124 1,103 1,162 1,208 1,058 1,039 1,015 1,150 1,052 1,019 1,000 1,011 1,069 1,131 1,054 
18 1,079 1,003 1,014 1,025 1,067 1,051 1,027 1,012 1,030 1,032 1,109 1,090 1,020 1,116 1,031 1,046 1,026 1,058 1,001 1,036 
19 1,025 1,109 1,009 1,234 1,004 1,031 1,101 1,062 1,047 1,070 1,033 1,060 1,105 1,079 1,060 1,006 1,078 1,021 1,104 1,080 
20 1,005 1,199 1,031 1,016 1,019 1,076 1,072 1,056 1,056 1,061 1,091 1,088 1,017 1,046 1,015 1,017 1,139 1,018 1,102 1,000 
21 1,034 1,013 1,121 1,048 1,103 1,100 1,128 1,028 1,081 1,083 1,003 1,028 1,032 1,009 1,079 1,006 1,208 1,079 1,046 1,101 
22 1,062 1,008 1,061 1,007 1,008 1,070 1,058 1,087 1,054 1,091 1,036 1,056 1,043 1,034 1,113 1,051 1,364 1,013 1,094 1,007 
23 1,007 1,028 1,018 1,071 1,241 1,073 1,332 1,054 1,014 1,199 1,079 1,025 1,028 1,014 1,106 1,043 1,006 1,052 1,002 1,088 
24 1,167 1,026 1,021 1,018 1,017 1,055 1,206 1,118 1,007 1,099 1,066 1,027 1,016 1,030 1,172 1,110 1,035 1,029 1,003 1,054 
25 1,054 1,052 1,021 1,202 1,025 1,111 1,063 1,079 1,109 1,065 1,165 1,094 1,092 1,010 1,050 1,028 1,066 1,008 1,005 1,066 






   
   
 
Figura S3. Exemplos de imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão utilizadas para cálculo 
da determinação de razão de aspecto utilizando o software Digital micrograph. Os valores correspondentes ao 
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Conjugação covalente de anticorpos com nanopartículas de ouro para aumento da 
sensibilidade na detecção do 17β estradiol  
 
Resumo 
O uso de nanomateriais com anticorpos têm atraído recentemente um grande interesse, 
principalmente por causa do seu uso potencial como sistemas de entrega de drogas 
específicas e em aplicações de diagnóstico. Um grande esforço tem sido feito ao longo dos 
anos para o desenvolvimento de nanobioconjugados para serem utilizados como sondas 
ópticas. Embora muitas abordagens tenham sido relatadas nesse sentido, a bioconjugação 
controlada de anticorpos ainda é um desafio. Neste artigo as estratégias de bioconjugação 
são discutidas com o objetivo de avaliar a melhor estratégia de acoplamento de anticorpos 
na superfície de nanomateriais de forma orientada. Nós utilizamos os métodos de 
acoplamento por interação eletrostática (adsorção física) e conjugação covalente na 
orientação de anticorpos na superfície metálica e a sua influência na detecção do 17β- 
estradiol por Ressonância Plasmonica de Superfície Localizada. O entendimento destes 
mecanismos é fundamental para o desenvolvimento de bioconjugados inorgânicos 










Devido à sua elevada especificidade e grande diversidade, os anticorpos (Ac) são uma das 
biomoléculas mais utilizadas para fornecer especificidade e bioatividade em nanopartículas 
(NP‘s), principalmente para aplicações em biosensores, entrega de drogas e sondas para 
marcação em imagiologia [1-6]. Recentemente, com avanços em biotecnologia, é possível 
produzir anticorpos em larga escala em vários sistemas biológicos contra praticamente 
qualquer alvo [7].  No entanto, apesar da aparente importância dessas moléculas para 
sistemas nanoparticulados, a preparação e otimização de bioconjugados reprodutíveis são 
fatores limitantes para o seu progresso em aplicações biotecnológicas. 
Numerosos métodos físico-químicos têm sido propostos para acoplar e funcionalizar vários 
tipos de NP‘s com anticorpos [8-25]. Um desses métodos envolve a adsorção iônica que 
ocorre em um pH de complexação próximo ao ponto isoelétrico (pI) do anticorpo. Embora 
apresente desvantagens como fraca reprodutibilidade, orientação aleatória e baixa 
estabilidade em diferentes condições de pH, Puertas et al (2011) [26] relataram  bons 
resultados na orientação de anticorpos. Evidenciando que os planos de interação dos 
anticorpos com a superfície metálica não afetam a porção de ligação ao antígeno (Fab), 
devido a distribuição de carga líquida e a assimetria do anticorpo. 
Outro método de bioconjugação envolve a modificação da superfície de nanopartículas 
com grupos reativos, tais como grupos carboxila e amina que podem ser acoplados 
covalentemente a grupamento lateral de aminoácidos na superfície do anticorpo, utilizando 
métodos de bioconjugação padronizados, como por exemplo, EDC / NHS [27]. Embora 
esse seja o método mais amplamente difundido pelo fato de apresentar alta estabilidade e 
de estar ligado covalentemente a superfície metálica, alguns autores relataram agregação e 
polimerização [28]. Além disso, pode haver orientação aleatória do anticorpo sobre a 
superfície da nanopartícula de tal modo que os sítios de ligação do antígeno podem não 
serem acessíveis [26, 29,30]. 
Desta forma, procuramos investigar a melhor estratégia quanto a eficiência de conjugação 
e orientação dos anticorpos na superfície metálica utilizando as duas estratégias discutidas. 
Os ensaios de bioconjugação foram realizados com anticorpos do tipo IgG anti 17β 
estradiol. A ligação orientada foi determinada utilizando um anticorpo secundário anti-Fab 
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Alexa Fluor 750 por fluorescência e imunogold anti Fab. Por fim, analisamos 
quantitativamente a eficiência dos nanoconjugados na detecção do 17 β estradiol pela 
ressonância plasmônica de superfície localizada (LSPR) comparando com a cromatografia 





O ácido tetracloroáurico (G4022), citrato trissódico (PHR1416), 16-ácido 
mercaptohexadecanóico (MUA) (448303), polietilenoglicol (PEG) (729159), 17β estradiol 
(E-2257) n-hidroxisuccinamida (NHS) (130672) e o 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) 
carbodiimida (EDC) (E6383) foram de pureza analítica e adquiridos da Sigma Aldrich. O 
anticorpo primário do tipo IgG1 Anti-17β estradiol (ab20626) e o anticorpo secundário 
marcado com fluoróforo (Alexa Fluor 750) anti Fab de IgG1( ab175740) foram adquiridos 
pela Abcam. Para limpeza das vidrarias foi utilizada água régia (HCl 3: 1 HNO3) preparada 
a fresco e usada dentro de 1 hora.  
2.2 Instrumentos 
As propriedades ópticas foram avaliadas por espectrofotometria de UV-vis (FEMTO 800 
XI). O tamanho e morfologia das nanopartículas de ouro foram examinados por 
microscopia eletrônica de transmissão (MET) utilizando um microscópio da JEOL, modelo 
JEM1400 operado a 120KV com filamento de hexaboreto de lantânio (LAB6). A natureza 
cristalina das AuNP‘s foi confirmada por difratometria de raios-x (DRX) usando o 
Difratômetro D8 – ADVANCE (BRUKER – AXS). A concentração total de nanopartículas 
foi determinada usando plasma indutivamente acoplado a um espectrômetro de massas 
(ICP-MS) da Perkin Elmer modelo Optima 7000, USA. A confirmação da funcionalização 
do ligante (MUA) foi investigada pela absorção na região do Infravermelho (FT-MIR 
FTLA 2000 Bomem), espectroscopia Raman (ALPHA 300R Raman Spectrometer).  O 
detector de fluorescência da Varioskan Flash (Thermo Scientific) foi utilizado para as 
quantificações de anticorpos primários (excitação em 280 nm e com varredura da emissão 
de 300 a 500 nm) e secundários (excitação em 750 nm e com varredura da emissão de 770 
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a 840 nm). O sistema cromatográfico utilizado para detecção do 17β estradiol foi o modelo 
Shimadzu CBM-20A, composto por um degaseificador DGU-20AS, uma bomba LC-
20AT, um injetor automático SIL-20AHT e um forno CTO-20A. A água ultrapura para 
todos os ensaios e preparos de solução foi obtida pelo sistema de ultrapurificação 
EASYpure II® Thermo Scientific. 
 
2.3 Softwares 
O Origin Pro 8.5 versão livre e GraphPad Prism versão 6.01 foram utilizados para a 
elaboração dos gráficos de UV-Vis, Fluorescência e CLAE, bem como para a análise 
estatística. O Software Chemdraw Prime (cortesia Perkin Elmer) foi utilizado para a 
criação dos esquemas ao longo do texto.  
2.4 Síntese e caracterização de  AuNP’s 
A síntese foi realizada de acordo com a otimização para controle de tamanho já descrito 
por nosso grupo [31]. Resumidamente, 15 mL de HAuCl4 a 2,5x10
-4 
M reagiram com 1mL 
de citrato de sódio 1% por 15 minutos a 100ºC. Após este tempo, o coloide foi resfriado 
em banho de gelo e depois submetido à centrifugação (16.873 g, 20min) (MiniSpin 5418, 
Eppendorf). Três lavagens foram realizadas para remoção das substâncias que não 
reagiram. O material foi caracterizado por UV-Vis, MET, XRD. 
2.5 Conjugação de AuNP’s com Anticorpos 
Para a conjugação de anticorpos na superfície metálica das AuNP‘s, duas estratégias foram 
avaliadas: (i) conjugação direta dos anticorpos por atração eletrostática;  (ii) modificação 
da superfície metálica das NP‘s para o acoplamento covalente de anticorpos. 
Conjugação direta dos anticorpos por atração eletrostática 
As NP‘s foram lavadas e ressuspendidas em água ultrapura com pH modificado para o pH 
de complexação (8,5) que é o pI de uma proteína do tipo IgG. Após esta etapa, 2.8 µg do 
anticorpo anti-17β estradiol foram adicionados em 100µL do coloide de ouro e mantido 
sob agitação orbital de 100 rpm à 25°C durante 30 minutos. Por fim , o material foi 
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centrifugado (16.873, 20 min) e o pellet foi ressuspendido em 100µL de PEG ( 1%) em 
água ultrapura.  
Modificação da superfície metálica das NP’s para o acoplamento covalente de anticorpos 
As NP‘s foram funcionalizadas com o ligante tiolado mercaptohexadecanóico (MUA), 
com 11 átomos de carbono entre o grupo COOH e SH. Para a funcionalização das AuNP‘s, 
100 µL de 10 mM em etanol do ligante foi adicionado a 1 mL de solução de nanopartículas 
de ouro durante 100h a 800rpm a  25ºC. As nanopartículas modificadas foram lavadas 3 × 
por centrifugação (16.873 g, 20 min) sendo depois ressuspendidas em água ultrapura. A 
bioconjugação foi realizada mediante a utilização do método EDC/NHS, cujas condições 
experimentais foram previamente otimizadas pelo nosso grupo de pesquisa [32]. Assim, foi 
adicionado em 100 µL das nanopartículas com a superfície modificada com o ligante 
(MUA), 10 µL do EDC (50µM) por 30 minutos e em seguida adicionou-se 10 µL do NHS 
(75µM) e deixou a mistura sob agitação orbital por 30 minutos a 150 rpm. Após este 
período 2.8 µg do anticorpo anti-17β estradiol foi inserido no sistema deixando reagir por 
30 minutos. O anticorpo foi imobilizado através dos seus grupos amino, formando uma 
ligação amida com ácido carboxílico previamente ativado (EDC/NHS). Por fim, o material 
foi centrifugado (16.873 g, 20 min) e o pellet foi ressuspendido em 100µL de PEG a 1% 
para funcionalização das áreas não cobertas por anticorpos.  
2.6 Determinação do total de anticorpos ligados 
A quantidade de anticorpos ligados às nanopartículas foi calculada pela subtração da 
concentração inicial menos a proteína livre detectada no sobrenadante por fluorescência 
(excitação em 280 nm e emissão em 350 nm). 
2.7 Determinação da orientação dos anticorpos ligados 
Para determinação da orientação dos anticorpos, nós utilizamos um anticorpo secundário 
marcado com fluoróforo (Alexa Fluor 750) anti Fab de IgG. Para esta etapa 4µg deste 
anticorpo foi adicionado a 100 µL de cada um dos 2 nanobioconjugados avaliados. A 
quantidade de anticorpos orientados x não orientados na superfície das NP‘s foi calculada 
pela subtração da concentração inicial menos os anticorpos secundários livres no 
sobrenadante por fluorescência (excitação em 750 nm e emissão em 770 nm).  
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2.8 Detecção do 17β estradiol por CLAE 
 
Para a análise cromatográfica,  foi utilizado com padrão de referência o 17β estradiol. Os 
picos foram separados por gradiente crescente de acetonitrila, sob fluxo de 0,50 mL/min. O 
cálculo dos teores do hormônio foi realizado por estimativa da concentração por meio de 
curva analítica relacionando área e concentração. A separação do analito foi realizada em 
coluna analítica Kinetex TM C18 (100 x 2,1 mm;   2,6µ; 100Å) à 45ºC. As fases móveis 
utilizaram água MilliQ (A) e acetonitrila (B) como solventes, previamente filtrados em 
membranas de PTFE (0,45µm; 47 mm, Millipore) e degaseificadas em banho de ultrassom 
(Limpsonic®). O volume de injeção foi de 10 µL e a detecção realizada por detectores de 
arranjos de diodos – PDA (SPD-M20A) em comprimento de onda de 280 nm. 
  
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Síntese e caracterização de  AuNP’s 
Nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato de sódio se apresentaram monodispersas 
com diâmetro médio de 18 nm CV < 10% conforme contagem de 500 partículas obtidas 
por microscopia eletrônica de transmissão. No espectro de absorção óptica (Figura 1A) 
pode ser observado o pico plasmônico característico em 522 nm e a estreita largura de 
banda indica uma pequena variação de tamanhos do material sintetizado. A formação dos 
nanocristais também foi confirmada com a análise de raios-X (Figura 1B), tendo o pico 
(111) em 38,31º mais acentuado, indicando ser esta a orientação predominante. A 
distribuição de tamanhos e a forma esférica podem ser visualizadas na Figura 1 (C,D,E F). 





    
Figura 1 - Espectroscopia de absorção UV-Visível para o coloide de ouro sintetizado mostrando o pico 
plasmônico característico em 522 nm (A); Padrão de difração de raios-x, os picos característicos de 
nanocristais podem ser observados (B); Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão em 
diferentes magnificações mostrando o tamanho e a distribuição das nanopartículas sintetizadas. Barra de 
escala 100 nm (C,D) e 10 nm (E,F).  
 
Nanopartículas funcionalizadas com MUA para acoplamento covalente 
Foi realizado uma modificação da superfície metálica das NP‘s para o acoplamento 
covalente de anticorpos utilizando o ligante ácido mercaptoundecanóico (MUA). A 
funcionalização das AuNP‘s com esse ligante foi avaliada por absorção óptica (UV-Vis), 
absorção na região do Infra-Vermelho e espalhamento Raman, conforme pode ser visto em 
detalhes na Figura 2.  
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Figura 2 – Espectroscopia de absorção UV/Vis normalizada de AuNP‘s em preto e AuNP‘s funcionalizadas 
com ácido mercaptoundecanóico (MUA) em azul (A). O detalhe na figura apresenta o deslocamento da 
banda provocado pela ligação do MUA com a superfície do metal; Espectro de Infra-Vermelho do ligante 
utilizado (MUA) e das AuNP‘s funcionalizadas apresentando os picos característicos sobrepostos (B);  
Espectro Raman de AuNP‘s (preto) e AuNP‘s-MUA (azul) com os picos correspondentes a vibrações 
simétricas e assimétricas do citrato para AuNP‘s controle (preto) e o aparecimento de um pico em 1106 cm-1 
referente a uma vibração S-C para AuNP‘s-MUA (C).   
 
3.2 Conjugação de AuNP’s com Anticorpos 
Para a construção do sistema de detecção sensível utilizando anticorpos conjugados com 
nanopartículas de ouro, a concentração mínima de anticorpos adsorvidos à superfície 
metálica deve ser determinada.  Para isso, a quantificação do total de anticorpos ligados foi 
mensurada pela fluorescência intrínseca da proteína, que pode ser atribuída à combinação 
da fluorescência dos aminoácidos triptofano, tirosina e fenilalanina presentes na cadeia 






500 nm. O comprimento de onda de 350 nm foi utilizado para realização da curva padrão, 
conforme pode ser observado na Figura 3. 
Figura 3 – Espectro de emissão de fluorescência na detecção da molécula do anticorpo primário do tipo IgG 
(Anti-17β estradiol) com excitação de fótons realizada em 280 nm e varrimento da emissão de 290 a 500 nm 
(A); Curva padrão realizada utilizando λ 350 nm (emissão) das concentrações de 0,11 a 14 µg.mL-1 (B). 
Para confirmar que a região Fab dos anticorpos não foi envolvida durante a imobilização, a 
orientação dos anticorpos ligados a superfície metálica foi avaliada nos dois métodos de 
conjugação testados. Para isso, um anticorpo secundário capaz de reconhecer a porção Fab 
de IgG marcado com fluoróforo Alexa Fluor 750 foi utilizado.  Todas as preparações Ac-
AuNP‘s foram incubadas com um excesso do anticorpo secundário. Após a lavagem, a 
quantidade do Ac secundário ligado foi quantificado pela fluorescência do marcardor 
Alexa Fluor 750, com excitação em 745 nm e emissão em 770 nm. Desta forma, a presença 
do anticorpo secundário na amostra, pode ser utilizada como medida direta para calcular a 
quantidade de ac primários orientados (porção Fab livre) durante a imobilização. A Figura 
5 apresenta a curva padrão realizada para detecção do anticorpo secundário da amostra. 
  
Figura 4 – Espectro de emissão de fluorescência na detecção da molécula do anticorpo secundário marcado 
com fluoróforo (Alexa Fluor 750) anti Fab de IgG com excitação em 745 nm e varrimento da emissão de 755 
a 875 nm presente no sobrenadante (A); Curva padrão obtida em λ 770 nm (emissão) das concentrações de 








Outro ponto importante a ser considerado na determinação da orientação dos anticorpos 
primários conjugados são as três possibilidades de interação com os Ac secundários 
apresentados na figura 6. As diferentes vias podem determinar a quantidade de Ac 
secundários presentes na superfície da amostra. 
 
Figura 5. Possibilidades de reconhecimento da porção Fab pelo anticorpo secundário. O Ac pode se ligar a 
um sítio apenas ou aos dois sítios Fab de IgG simultaneamente, podendo haver as configurações ac primário: 
ac secundário (1:1 / 1:2). 
O método de conjugação por adsorção física apresentou maior taxa de anticorpos ligados 
nas nanopartículas de ouro. No entanto, a taxa de orientação foi de apenas 38,2 % (Fig. 7). 
Este resultado confirma que as zonas de Fab de muitas moléculas estão envolvidas durante 
a imobilização, podendo desta forma reduzir a sua eficiência de reconhecimento do 
antígeno. Por outro lado, a densidade de anticorpos na superfície metálica, pode influenciar 
na disponibilidade da porção Fab. Visto que com esse aumento, a acessibilidade do 
antígeno espacial é reduzida. Isto é devido ao impedimento estérico entre anticorpos em 
estreita proximidade.  
Para a conjugação covalente (Fig. 6), foi observada uma menor taxa de anticorpos 
conjugados. No entanto, a relação de Ac orientados foi de 84,7%, sendo expressivamente 
maior do que a dos anticorpos adsorvidos. Esse resultado sugere que o método de 
conjugação de anticorpos por meio da ligação covalente promove melhor orientação e 




Figura 6. Comparação da quantidade de anticorpos anti-17β estradiol ligados com a quantidade de 
anticorpos orientados na superfície metálica das AuNP‘s pelas diferentes estratégias de conjugação avaliadas 
(Adsorção física e ligação covalente). A taxa de anticorpos ligados foi determinada pela fluorescência 
intrínseca dos aminoácidos presentes na estrutura dos anticorpos do tipo IgG (Excitação 280 / emissão 350 
nm) e a taxa de anticorpos orientados foi determinada pelo uso de anticorpos secundários anti Fab Alexa 
Fluor 750. 
 
A microscopia eletrônica de transmissão foi utilizada para avaliar qualitativamente a 
atividade biológica dos imunoconjugados. Esta metodologia foi recentemente utilizada por 
Chou et al. [33] e Fernandez [34] a fim de produzir superestruturas de nanopartículas para 
entrega biológica controlada e para a determinação da orientação de anticorpos. Para isso, 
anticorpos secundários anti Fab marcados com uma NP de ouro de 5 nanômetros 
(imunogold) foram utilizados a fim de reconhecer os epítopos disponíveis dos anticorpos 
primários na superfície metálica. A Figura 7 apresenta uma ilustração desta interação. 
 
Figura 7. Ilustração descrevendo a formação de superestruturas com nanopartículas de ouro envolvendo o 
reconhecimento da porção Fab do anticorpo primário ancorado na superfície metálica por meio de um 




Com base neste princípio, os bioconjugados produzidos pelas duas estratégias foram 
avaliados. As estruturas produzidas por adsorção física mostraram a média de 4,5 
anticorpos disponíveis por NP (Fig. 8). É válido lembrar que este é apenas um método 
qualitativo, podendo apresentar outros marcadores ancorados no bioconjugado 
tridimensionalmente. Na conjugação covalente (Fig. 8), nota-se um maior número de 
anticorpos disponíveis para reconhecimento, aproximadamente 6,5 por NP, confirmando os 
resultados obtidos pela marcação com fluorescência discutidos anteriormente. A 
caracterização desses sistemas por MET revelou a formação bem sucedida de 
superestruturas, confirmando o reconhecimento entre o Fab anti-IgG (Imunogold) e o anti-




Figura 8 – Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão apresentando várias combinações 
possíveis de acordo a orientação do anticorpo primário ancorado na superfície metálica. As superestruturas 
são formadas por meio do reconhecimento de sítios Fab pelo imunogold (5nm).  Imunoconjugados 
preparados por adsorção física (A-G) e imunoconjugados preparados por conjugação covalente por meio do 
ligante ácido mercaptoundecanóico (H-N).  
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3.3 Detecção do 17β estradiol por LSPR  
Para verificar a aplicabilidade dos imunoconjugados, bem como suas diferenças em 
ensaios de diagnóstico, os conjugados produzidos pelas duas estratégias de conjugação 
foram avaliados para detecção 17β-estradiol utilizando a ressonância plasmônica de 
superfície. Para isso, 100µL do coloide contendo cada um dos bioconjugados foi incubado 
com diferentes concentrações de 17β-estradiol durante 5 min e, em seguida, teve suas 
propriedades ópticas avaliadas por um espectrofotômetro (400 a 700 nm). Como mostrado 
na Figura 9 , com a concentração crescente do 17β-estradiol, a solução teve um 
deslocamento do comprimento de onda máximo para o vermelho (redshift) para ambos os 
conjugados avaliados, isto porque houve um aumento da quantidade de moléculas 
orgânicas ancoradas as NP‘s, levando ao deslocamento para comprimentos de ondas 
maiores. É interessante destacar que para o sistema preparado por adsorção física, as 
mudanças são detectadas a partir de 500 ng.mL
-1 
do hormônio
 17β-estradiol, porém para o 
conjugado com maior número de anticorpos orientados (conjugação covalente) esta 
detecção ocorre em 200 ng.mL
-1
. Isso significa que a sensibilidade seja melhorada em 
cerca de 2,5 vezes com o imunoconjugado produzido por ligação covalente. Uma razão 
para a sensibilidade aumentada pode atribuir-se à maior concentração de anticorpos 
orientados, e devido à criação de mais pontos de contato na superfície das AuNP‘s. A 
relação linear do deslocamento do λ máx versus a concentração 17β-estradiol indica que a 








Figura 9 – Espectros de absorção das soluções de AuNP‘s conjugadas por adsorção física com anticorpos 
anti-17β estradiol  sob diferentes concentrações de 17 β –estradiol (A); Curva de calibração típica para 
detecção do 17β-estradiol com imunoconjugados preparados por adsorção física (B); Espectros de absorção 
das soluções de AuNP‘s conjugadas por ligação covalente com anticorpos anti-17β estradiol  sob diferentes 
concentrações de 17 β –estradiol (C); Curva de calibração típica para detecção do 17β-estradiol com 
imunoconjugados preparados com o uso de ligantes para a conjugação covalente (D). 
 
A evolução do deslocamento do λ máximo para os dois sistemas avaliados é apresentada 
na Figura 10. Nota-se que para o conjugado produzido pela adsorção física há uma 
saturação em torno de 5000 ng.mL
-1
, metade da concentração necessária para saturar o 
sistema sintetizado por conjugação covalente. Esta diferença encontrada pode ser atribuída 
a maior capacidade dos imunoconjugados (Lig. Covalente) de interagirem com o antígeno 
(17β-estradiol), visto que possuem uma maior disponibilidade de epitopos livres para 
ligação. Um outra observação é que para o bioconjugado de ligação covalente é verificado 
maiores deslocamentos para o vermelho, o que pode ser devido a maior esfera de 












Figura 10. Comparação da evolução do deslocamento do lambda máximo (nm) em função do aumento da 
concentração de 17 β –estradiol (ng.mL-1) para as diferentes estratégias de conjugação avaliadas (Adsorção 
física e ligação covalente). (B).  
 
Ensaios com as mesmas concentrações do 17β-estradiol também foram avaliados por 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) para comparação com os imunoensaios 
avaliados neste trabalho. Os resultados podem ser verificados na Figura 11. Embora os 
dados tenham apresentado uma boa linearidade (r
2
=0,99), a detecção por LSPR em ambos 




Figura 11. Cromatogramas obtidos na detecção do 17β-estradiol por Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência (A) e curva padrão (B). Condições de operação: detector PDA 282 nm, Fluxo 0,5 mL/min, eluição 






Os resultados aqui obtidos mostraram que a orientação dos anticorpos na superfície 
metálica pode ser melhorada utilizando a estratégia de ligação covalente. A atividade 
biológica ou a capacidade de reconhecer o antígeno foi mantida após os ensaios de 
conjugação. O baixo rendimento na taxa de orientação pelo método de adsorção 
eletrostática pode indicar que as porções Fab podem estar envolvidas aleatoriamente ou 
não na conjugação com o metal. 
A técnica de Ressonancia Plasmonica de Superfície Localizada acoplada aos métodos de 
superfície orientada como mostrado na detecção do 17β-estradiol, apresenta um grande 
potencial para desenvolvimento e preparação de biossensores de afinidade, permitindo 
análise em tempo real de interações bio-específicas sem uso de marcadores. Além disso, 
devido a sua simplicidade, se torna um candidato potencial ao desenvolvimento de 
sistemas miniaturizados e portáteis capazes de realizar o diagnóstico de biomoléculas de 
maneira rápida e precisa.  
 
4. CONCLUSÕES 
A atividade de anticorpos imobilizadas em AuNP‘s é um equilíbrio de dois fatores: a 
densidade e orientação. Os resultados apresentados aqui demonstram que a maximização 
da quantidade de Ac não é tão vantajoso como frequentemente assumido na literatura. Foi 
evidenciado que a orientação dos anticorpos pode ser melhorada utilizando a estratégia de 
ligação covalente. Além disso, apresentamos  a aplicabilidade dos imuconjugados para a 
detecção do 17 β estradiol utilizando LSPR. A metodologia proposta pode ser aprimorada 
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